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Kanserde hiicresel sinyal mekanizmalarmin aydinlatilmasi terapdtik hedeflerin belirlenmesi
acisindan oldukga dnemlidir. Bu yolaklardaki defektler kanser progresyonunu tetikleyebilmektedir. p-21
aktive kinaz 4 (PAK4) bu sinyal mekanizlamarinda rol alan 6nemli onkogenlerden biridir. Literatiirde
endojen PAK4 ifadesinin artigi tiimor gelisimini destekledigi bilinmektedir. Fonksiyonel olarak PAK4,
Ras, NFkB, AKT, gibi pek cok kanser sinyal yolaklarinda rol oynayarak kanser hucrelerinin
sagkalimini, ¢ogalmasmi ve metastazini tegvik eder. TUmor buyimesi ile beraber doku igerisinde
hipoksi gelisir. Hipoksik ortamda, kanser surecinin ilerlemesini destekleyen hipoksi ile indiiklenebilir
faktor 1o (HIF1a) aktive olur. Normoksik kosullarda hiicre i¢inde HIF1a hizli bir sekilde yikilir. Ancak,
normoksik sartlarda dahi HIFla’nin stabilite kazanabildigi ve bu sayede kanser progresyonunu
destekleyebildigini kanitlayan ¢alismalar mevcuttur.

Tez projemizde, p21-aktive kinaz 4 (PAK4) enzimini endojen olarak yiiksek diizeyde ifade eden
metastatik MDA-MB-231 meme kanseri hicrelerinde normoksik sartlarda PAK4 aktivasyonuna bagli
olarak PAK4 ile HIFla arasindaki fiziksel iliskiyi, aktivasyon durumunu ve buna bagli olarak kanser
gelisimini destekleyip desteklemedigini in vitro olarak arastirmayi amagladik. Bunun i¢in, MDA-MB-231
hiicreleri PDGF-BB ile uyararak PDGFRp aracili PAK4 aktivasyonu ve PF-3758309 ajani ile muamele
edilerek PAK4 inhibisyonu saglandi. PDGFRp aracili PAK4 aktivasyon zamani belirlendikten sonra,
PDGF-BB, PF-3758309 ve PDGF-BB ile PF-3758309 beraber muamele edilen hiicrelerde kontrole
kiyasla proliferasyon ve migrasyon oranlar1 belirlendi. Ayrica elde ettigimiz hiicre lizatlar1 ile PDGFR3-
PAK4 ve HIF1a-PAK4 interaksiyonlar1 immiinpresipitasyon deneyi ile dogrulandi. Western blot deneyi
ile HIF 1o stabilizasyonu, p21 ifade dizeyi, baz1 epitelyal-mezenkimal transisyon (EMT), apoptotik ve
immunmodulatér belirteclerin dizeyleri muamele edilen hiicrelerde incelendi. Buna ilave olarak, HIF 1o
hedefi oldugu diisiinilen Rantes geninin mRNA seviyesinde ifade degisimleri de arastirildi.

Calisma sonucunda; PAK4’tin PDGFRp fosforilasyonu ile birlikte aktive olarak HIFla’ya
fiziksel olarak baglandigi ve normoksik sartlarda HIFlo stabilizasyonunun desteklendigi gosterildi.
Ayrica PDGFRB-PAK4-HIF1a aktivasyonuna bagli olarak MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
HIF1la miktar artist ile birlikte proliferasyon ve migrasyon diizeylerinin arttigi, EMT sirecinin
desteklendigi ve HIF1a hedefi olarak 6ngordiigiimiiz Rantes ifadesinin arttigi saptandi. Ayrica, PAK4
inhibisyonunun apoptoza direci diigiirdiigii ve immiinmodiilasyonu destekledigi belirlendi. Sonug olarak,
PDGFRB-PAK4-HIF1a aksisinin meme kanseri gelisimini destekledigi ve tedavi agisindan énemli bir
hedef olabilecegi ileri siirlilebilir.

Anahtar Kelimeler: HIF1a, Kanser, PAK4, PDGF-BB
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The evaluation of the cellular signaling mechanisms in cancer is very important in terms of
determining specific therapeutic targets. Defects in these pathways can trigger cancer progression. p-21
activated kinase 4 (PAK4) is one of the important oncogenes involved in these signaling mechanisms. It
is known in the literature that increased endogenous PAK4 expression promotes tumor development. As
function, PAK4 promotes the survival, proliferation and metastasis abilities of cancer cells by playing
important roles in many cancer signaling pathways such as Ras, NFkB, AKT. Parallel to tumor growth,
hypoxia develops in the tissue. In the hypoxic environment, hypoxia-inducible factor 1o (HIFla) is
become activated, which promotes the cancer progression. Its well-known that HIF 1a is rapidly degraded
in normoxic conditions. However, there are many studies showing that HIF1a could gains stability and
triggers cancer progression even under normoxic conditions.

In our thesis project, we aimed to investigate the physical relationship between PAK4 and HIF 1o
dependence on the activation of PAK4 under normoxic conditions in metastatic MDA-MB-231 breast
cancer cells, which endogenously express the p21-activated kinase 4 (PAK4) at high level. Also, whether
PAK4 supports the activation status of HIF1a and accordingly cancer development. Here, we showed
PDGFRp-mediated activation of PAK4 by treating MDA-MB-231 cells with PDGF-BB and PAK4
inhibition by PF3758309. After time-course study of PDGFRp-mediated PAK4 activation, we
dinvestigated proliferation and migration rates of the cells treated with PDGF-BB, PF-3758309 and
PDGF-BB+PF3758309 compared to control. In addition, we confirmed the interaction of PDGFRB-PAK4
and HIF1a-PAK4 by immunoprecipitation assay. Then, we investigated the HIFla stabilization, p21
level, levels of some epithelial-mesenchymal transition (EMT), apoptotic and immunomodulatory
markers by Western blot assay. In addition, we showed the mRNA expression changes of the Rantes
gene, which was considered as a potential HIF1a. target.

As a result of the study, we showed that PAK4 could activated by PDGFRp activation,
physically could in interaction with HIF1a and promoting HIF 1a stabilization under normoxic conditions.
In addition, due to the activation of PDGFRB-PAK4-HIF1a axis, the proliferation and migration levels
elevated of MDA-MB-231 breast cancer cells. Also, the intracellular HIF1a amounts increased, the EMT
process was supported, and the Rantes expression was enhanced. Consequently, we showed that PAK4
inhibition reduces resistance to apoptosis and promotes immunomodulation. As a result, we suggest that
the PDGFRpB-PAKA4-HIFlo axis could triggers breast cancer progression and be considered as an
important target for treatment.

Keywords: Cancer, HIF1a, PAK4, PDGF-BB
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1. GIRIS

1.1. p21-Aktive Kinaz 4 (PAK4) ve Kanserdeki Rolu

p21-aktive kinaz (PAK) ailesi, serin/treonin kinazlar sinifinda bulunur. PAK’lar;
hicre iskeleti organizasyonu, hicre sinyalizasyonu, hiicre proliferasyonu ve
sagkalimmda ©6nemli rollere sahiptir. Dizi homolojilerine gore iki gruba ayrilirlar.
PAK4 bu siniflandirmanin ikinci grubunda yer alir. PAK4; CDC42 ve Rac gibi Rho
GTPaz’lar ile birlikte birgok sinyal yolaginda gorev almaktadir. PAK4, embriyonik
gelisimdeki 6nemli rollerinin yani sira normal dokularda yiksek diizeyde ifadelenmesi
durumunda tutunma bagimsiz biliylime, sagkalimm artmasi, gog¢, invazyon ve
metastaz gibi kanserle iligkili bircok ayirt edici Ozellige sebebiyet verdigi igin

genellikle kanserle iligkilendirilmistir.

1.2. Hipoksi ve Kanser

Hipoksi, kanser mikrogevresinin tartigmasiz ilk bilinen ayirt edici 6zelligidir ve
tiimorlerde bulunan hemen hemen tiim hiicresel popiilasyonlar etkiler. Hipoksi hiicrede
gen ckspresyonlarin1 degistirerek, apoptozu engelleyerek, epitelyal-mezenkimal gegisi
(EMT) uyararak, anjiyogenezi arttirarak ve metastaz olayma olanak saglayarak
kanserlesmeyi tesvik eder. Tiim bunlara ek olarak timoOrlerin agresifligini arttirarak
ve bagisiklik sistemini zayiflatarak tedavide anti-timor yanitin azalmasina katkida
bulunur. Hipoksi; timor hiicreleri tizerinde, hipoksi indiklenebilir faktér (HIF) ailesi ile
etki goOstermektedir. Normoksik kosullarda yani ortamda oksijen kaynagi yeterli
oldugunda, HIF1a alt birimi prolin rezidulerinden hidroksillenir. Bu hidroksilasyon ile
HIFla, Von Hippel Lindau (pVHL) tiimor baskilayiciya baglanarak ubikuitin-
proteazom araciligiyla degrade olur. Hipoksik kosullar altinda ise azalmis oksijen
konsantrasyonu nedeniyle bu hidroksilasyon ger¢eklesmez. Sonug olarak HIFla alt
birimleri ¢ekirdege gog¢ ederek heterodimerler olusturmak tizere HIF1p alt birimleriyle
birlesirler. Olusan HIF1 heterodimeri, hipoksi hedef genlerini indlkleyerek
transkripsiyonel aktivitelerini arttirrr. Normoksik kosullarda c¢abuk degrade olan
HIFla’nin stabilizasyonunu arttiran biiylime faktorleri vardir. Buna trombosit kaynakli
biyume faktorti (PDGF) 6rnek verilebilir. PDGF aracili HIF1a stabilizasyonu; PDGF
ve tirozin kinaz reseptorunin baglanmasiyla Ras/Raf/MAPK ve PI3K/Akt/mTOR gibi

yolaklarn aktive olmasi esasina dayanir.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3543797/#B27

1.3.Kanserde Hipoksi ve PAK4 Tliskisi

Kanserde hem hipoksinin hem de PAK4’iin ¢ok onemli rolleri oldugu ¢esitli
calismalarla kanitlanmstir. Fakat hipoksi ve PAK4 arasindaki iligkiyi agiklayan mevcut
calisma ¢ok kisithdir. Literatiirde yalnizca bir ¢alisma PAK4 asir1 ekspresyonunun
hipoksik kanser htcrelerindeki HIF1o protein seviyesi tzerinde stabilize edici bir etkisi
oldugunu gostermistir. Ayni ¢aligmada; PAK4 yikiminin, hipoksi kaynakli HIFla

birikimini azalttig1 da gosterilmistir.

Tim bu literatiir bilgileri dogrultusunda; kanser hticrelerini PDGF gibi spesifik
biuyume faktorleri ile muamele ederek hem PDGF aracili PAK4 aktivasyonunu hem de
normoksik kosullarda HIF1la stabilizasyonunu saglamay1 hedefledik. Diger bir yandan
ayni hiicre hattinda PAK4 inhibitdri uygulayarak hucrelerde PAK4 sinyalini
baskilamay1 hedefledik. Bu sekilde normoksik kosullarda PDGF-BB aracili PAK4
ifadesinin HIF1a stabilizasyonunu arttiracagini ve buna bagli olarak hiicre ¢ekirdegine
goc edip hedef genlerin transkripsiyonunu indiikleyerek hem hiicre proliferasyonunu
destekleyecegini hem de ilgili sinyal yolaklarmi aktive ederek kanser hicrelerinin
apoptozdan kagmasini, migrasyon ve metastazina tesvik edecegini Ongorerek
calismamizi gergeklestirdik. Arastirmalarimiza gore HIFla protein dizisinde PAK4
hedefi olabilecek diziler saptadik. Olast bu dizilerin, PAK4 aktivasyonu ve
inhibisyonuna bagli olarak PAK4-hipoksi ile indlklenen faktor-1 alfa (HIFla) protein-
protein etkilesimine goére ve PAK4’iin HIF 1o aktivasyonu tizerindeki etkisine gére HIF-
lo’'nin PAK4 agisindan fonksiyonel olup olmadigini belirleyerek HIFla iliskili

kanserlerde PAK4 hedefli inhibitdrlerin tedavideki yerini aydinlatmay1 amaglamaktayiz.



2. KAYNAK ARASTIRMASI

2.1. Kanser

Kanser; ciddi ve tedavi agisindan zorlayici bir hastalik veya hastaliklar
kiimesidir. Bu hastalik ¢ok hiicreli canlilar1 200 milyon yildan daha fazla, modern insani
ise atalarindan bu yana 1 milyon yildan daha uzun siiredir etkilemektedir (Hausman,
2019). Kanser, diinya ¢apinda insan dlimiiniin ikinci dnde gelen nedenidir (Bray ve
ark., 2018). 2020 kanser istatistiklerine gore, diinyada 1 yil iginde 19,3 milyon yeni
kanser vakasi goriilmektedir ve kansere bagli 10 milyon civarinda Oliim
gerceklesmektedir. Tiirkiye‘de ise yilda 233.834 kisi yeni kanser tanisi alirken 126.335
kisi kanserden 6lmektedir (Cancer, 2020).

Kanser, bulasici hastaliklardan, parazitlerden ve birgok ¢evresel hastaliklardan
farkli olarak, yabanci kaynaklardan meydana gelmeyip bizzat kendi hiicrelerimizden
olugsmaktadir (Hausman, 2019). Yani organizmanin kendi hiicrelerinde meydana gelen
DNA hasarlar1 ve gen mutasyonlarindan kaynakli normal fonksiyonun bozulmasi ve
kontrolsiiz ¢ogalma durumudur. Mutasyona ugradiginda kanserlesmeyi tesvik eden gen
ailelerine temel olarak proto-onkogenler ve tiimor baskilayict genler 6rnek verilebilir.
Proto-onkogenler; hiicrenin sagkalim ve proliferasyonu gibi yasamsal faaliyetlerini
kontrol ederek, transkripsiyon, bliylime faktorleri, apoptozun baskilanmasi ve hiicre i¢i
sinyal mekanizmalarinda rol alirlar. Tiimor baskilayic1 genler ise; hiicre ¢ogalmasimin
baskilanmasini ve hiicre dongiisliniin kontroliinii saglayarak herhangi bir anormaliteye
kars1 hiicreyi apoptoza tesvik ederler.

Kas ve sinir hiicreleri haricindeki saglikli viicut hiicreleri bdliinebilme
yetenegine sahiptirler. Fakat bu boliinebilme yetenekleri de sinirlidir. Saglikli bir hiicre
boliinmesi gereken yeri ve zamani iyi bilirken ayn1 zamanda 6lmesi gereken durumu,
yeri, zamani da iyi bilir. Bu duruma ‘apoptoz’ adi verilir. Fakat kanser hiicreleri, bu
bilingli gogalma ve 6lme 6zelligini kaybederek kontrolsiiz bir sekilde boliinmeye baslar
ve ¢ogalirlar. Kanser hiicreleri ¢ogaldikca birikir ve tiimorleri (kitleleri) olustururlar. Bu
kiimelenmis hiicre olusumlar1 (kitleler/timorler) normal dokular1 sikistirabilirler,
dokularin igine sizabilirler ya da dokular1 tahrip edebilirler. Eger kanser hucreleri
olusturduklar1 tiimdrden ayrilirsa, kan ya da lenf dolagimi aracilig: ile viicudun diger
bdlgelerine tasmabilirler. Gittikleri yerlerde tekrar ¢ogalarak tiimor kolonileri olusturur
ve biiylimeye devam ederler. Kanserin bu sekilde viicudun diger bdlgelerine yayilmasi

olaymna ‘metastaz’ adi verilir. Metastaz; kansere bagli oliimlerin baslica nedenidir



(Welch & Hurst, 2019). Timér dokusu incelendiginde kiimelenmis kanser hiicreleri
gbzlenir. Bu kiimelenmenin nedeni DNA ‘sinda hasarlar birikmis olan kanser hiicresinin
kontrolsiiz ¢ogalmasidir. Fakat kanser durumu sadece bundan ibaret degildir. Kanser
hlcreleri kendisine uygun ortam saglamak i¢in etrafindaki komsu hiicreleri ve yapilari
rahatlikla manipiile ederek degisiklige ugratir. Kanser hiicrelerinin etrafindaki komsu
hiicreleri etkileyerek olusturdugu bu ortama ‘tiimor mikrogevresi’ denir. Bu mikrogevre;
timor hiicreleri tarafindan iiretilen ve salman molekiiller de dahil olmak iizere
kanserlesmemis (saglikli) hiicreleri ve bilesenleri belirtir. Timor hiicreleri ve timor
mikrogevresi arasindaki siirekli etkilesimler, tiimor olusumunun baglangicinda,
ilerlemesinde, metastazinda ve tedavilere yanitta belirleyici rol oynar (Xiao & Yu,
2021). Bu tiimor mikrogevresinin 3 ana Ozelligi vardir. Bunlar; inflamasyonlu ortam,
hipoksik ortam ve asidoz durumudur (Frances & Balwill, 2012), (Johanna ve ark.,
2010).

2.1.1. Meme Kanseri

T.C. Saglik Bakanlig1 verilerine gore, Tiirkiye’de her yil tiim yas gruplarindaki
erkeklerde gorilen kanser turlerinde ilk U¢ ylizde swralamasi su sekildedir; %25.8
kisminda trekea, akciger, brons kanserleri ilk sirada yer alirken, 2. Sirada %14.6’lik
kisminda prostat kanseri ve 3. Swada %9’luk kisminda kolorektal kanseri ortaya
cikmaktadrr. Kadin hastalarda ise bu yiizde siralamasi su sekilde degismektedir;
kadmlarin % 23.9’luk kisminda meme kanseri ilk sirada yerini alirken, 2. Sirada
%10.9’luk oranla tiroid kanseri ve 3. Swada %9.1’lik oranla kolorektal kanseri
gelmektedir (Tiirkiye Kanser Istatistikleri, 2020). Diinya ¢apinda meme kanseri
kadinlar1 etkileyen en yaygin kanserdir ve insidans / 6liim oranlarmin her yil 6énemli
Olglide arttig1 bilinmektedir (Anastasiadi ve ark., 2017). Erkeklere oranla kadinlarda
meme kanserine yakalanma riski ¢cok daha fazladir. Bunun nedeni ise erkek meme
dokusu ile kadin meme dokusunun birbirinden farkli oldugudur. Kadinlarda meme
dokusu her yasta fizyolojik degisiklige ugrayan dinamik bir yapidir. Kadin meme
dokusu; siit depolama bezleri, epitel hiicrelerinden olusan siit kanallar1, yag dokusu ve
stromal doku gibi g¢esitli bilesenlerden olusur (Nazari & Mukherjee, 2018). Bu
bilesenlerden olusan dokunun lezyon olusturma egilimi erkek meme dokusuna oranla
cok daha yiiksektir. Fizyolojik yapiya ek olarak beslenme ve genetik kosullar da kansere
yakalanma riskini etkilemektedir (Kosova & Ari, 2008). Meme kanserinin genetik

yatkinligindan sorumlu tutulan bir¢ok gen ve/veya gen ailesi bulunmaktadir. Farkli


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Anastasiadi+Z&cauthor_id=28260181

kromozomlar Uzerinde lokalize olan bu ¢ok cesitli genlerin her biri ayni hiicresel

mekanizmada rol alsa da kullandiklari sinyal yolaklar1 birbirinde farklidir.

2.2. Hicre Sinyalizasyonu

Hiicreler kendi i¢lerinde veya birbirleriyle siirekli iletisim halindedir. Bu iletigim
olaymin geneline sinyal mekanizmasi adi verilir. Hucre sinyalizasyonundan gorevli
yiizlerce gen bulunmaktadir. Bu genler sayesinde meydana gelen sinyal mekanizmalar1
normal hiicrelerin yasam fonksiyonlarmi ve metabolizmalarmi diizenlemekten
sorumludur. Bu regulator sistemtemlerin en az bir tanesinin, bir mutasyon sonucu aktive
olmas1 kanserlesmeyi tesvik edebilmektedir (Obeng, 2021), (SenGupta ve ark., 2021),
(Hernandez ve El-Deiry, 2021). Farkli gen lokuslarinda meydana gelen bu mutasyonlar,
ayni sinyal yolaginin anormal aktivasyonuna sebep olarak farkli kanser tiirlerinin
olusumuna da katki saglayabilmektedir. Hicre i¢i sinyal yolaklarma temel olarak;
MAPK, PI3K, NF«kB, JAK/STAT, TP53, RB, TGF-B, WNT, SHH, NOTCH sinyal

yolaklar1 6rnek verilebilir.

2.2.1. Buyume Faktorleri ve Hiicre Reseptorleri

Hucrelerdeki sinyalizasyonun ana karakterleri; sinyal molekulleri (ligand) ve
reseptorlerdir. Trombosit kaynakli biiylime faktorii (PDGF), vaskiler endotelyal
blyltme faktori (VEGF), néron buylime faktori (NGF), epitelyal biuyume faktori
(EGF), insuliin blytme faktorii (IGF) gibi ¢ok ¢esitli biiyiime faktorleri ve hormonlar
sinyal molekdillerine 6rnek verilebilir (Ren ve ark., 2020). Bir hiicrenin iirettigi sinyal
molekii, diger bir hiicre icerisinde iiretilen ilgili spesifik reseptorlere baglanarak hedef
hiicrelerde metabolik, cogalma, sag kalim, farklilasma gibi ¢ok cesitli biyolojik yanit
meydana getirir (Ren ve ark., 2020).

Hayvan hiicresi biiyiimesini ve farklilasmasini kontrol eden birgok biyiime
faktord bulunmaktadir. Biiylime faktorleri yapilarinda ¢ok c¢esitli sinyal molekiillerini
icermektedir (Ren ve ark., 2020). Hucreler, bu buylime faktorlerine baglanan ve
fizyolojik bir yanit baglatan reseptor adi verilen proteinlere sahiptir (Cooper,
2000). Reseptorler genellikle hiicre disindaki  bilyiime faktorlerine baglanarak
olusturdugu sinyali bir dizi molekiiler anahtar yoluyla iligkili diger sinyal yollarina
ileten transmembran proteinlerdir. Hiicrelerde yiizlerce farkli reseptor tipi vardir ve

degisen hiicre tipleri, farkli lokalizasyon ve farkli reseptdr popiilasyonlarina sahiptirler



(Cooper 2000). Buna ek olarak tiim reseptorler farkli sinyal molekiilleri ve biiyiime

faktorleri icin spesifik olup sadece ilgili ligand1 baglarlar.

2.2.1.1. Platelet Kaynakh Biiyiime Faktorii (PDGF) ve Reseptori (PDGFR)
Trombosit kaynakli biiyiime faktorleri (PDGF), ilk olarak plateletlerin o
graniillerinden izole edilmistir. Giiniimiizde ise, fibroblastlar, kondrositler, glia
hlcreleri, makrofajlar, diz kas hicreleri, astrositler, endotel hiicreleri, megakaryositler,
blastosit gibi hiicrelerin yani sira, mesane kanseri, glioma, meme kanseri, l0semi,
hepatoma, kolon kanseri gibi hiicrelerde de varligi saptanmistir. PDGF, embriyonik ve
yetiskin donemde hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi, kemotaksi ve apoptozisi
diizenleme gibi islevsellikleri olmas1 bakimindan olduk¢a 6nem kazanmig bir biiylime
faktoridir. PDGF sinyalinde herhangi bir islev bozuklugu veya kaybi; kanser basta
olmak uUzere fibroz, ateroskleroz ve norolojik hastaliklar gibi bir¢ok farkli patolojik
durumlara sebebiyet vermektedir (Papadopoulos & Lennartsson, 2018). PDGF, dort
adet gen ile kodlanan, dort ayr1 polipeptid zincir bulunduran 30 kDa agirhiginda bir
proteindir. PDGF zincirleri homo ve heterodimer alt birimlerinden olusmustur. Bunlar;
PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB, PDGF-CC, PDGF-DD olmak {iizere bes farkli
izoform Qyeleridir. Klasik PDGF zincirleri, PDGF-A, PDGF-AB ve PDGF-B’dir.
Bunlara nispeten daha yeni tanimlanmis olan PDGF’ler ise, PDGF-C ve PDGF-D’dir
(Fredriksson ve ark., 2004). Sozii edilen bu bes izoform, PDGFR-a ve PDGFR- olarak
adlandirilan ve tirozin kinaz aktivitesi gosteren iki farkli PDGF reseptorii ile baglanir ve

aktiflestirilir (Uutela, 2004).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/platelet-derived-growth-factor
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0098299717301401#!
https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0098299717301401#!
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Sekil 2.1. PDGF Reseptér Dimerizasyonu ve Aktivasyonu.

Insan PDGFR-$ geni, 5. kromozom uzerinde lokalizedir (Yarden ve ark., 1986).
Yapisinda 110 aminoasit igerir ve 180 kDa molekiiler agirhigma sahiptir (Heldin &
Westermark, 1999). Bu reseptor insan endotel hiicreleri tarafindan salinir ve sadece
PDGFBB ve PDGF-DD’yi baglayarak aktiflesmelerini saglar. Hiuicre goci, ¢cok htcreli
organizmalarin uygun organizasyonunu kurmasi ve siirdlirebilmesi agisindan énemlidir.
Yetiskin bir organizmada, hiicre goc¢l, uygun immiin yanit, yara onarimi ve doku

homeostazisi icin gereklidir (Heldin & Westermark, 1999).

2.4.1.1.1. PDGF-BB / PDGFR§ Sinyalizasyonunun Kanserdeki Roll

PDGFRJ sinyal yolaginin ¢esitli patolojilerde anormal hiicre gog¢ii meydana
getirdigi  kanitlannmigtir  (Trepat ve ark., 2012). Kanserde hiicre go¢li de bu
anormalitenin bir 6rnegidir. Artan epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT), hiicrelerin go¢ ve
invazyon yetenekleri, kanserin metastatik siirecinde 6nemli roller oynamaktadir (Hwang
ve ark., 2016). Epitelyal hiicrelerden mezenkimal hiicrelere doniisiimiin fenotipik bir
siireci olan epitelyal-mezenkimal gegis (EMT), tiimor hiicrelerinin infiltrasyon ve
metastaz Ozellikleri kazanmasini saglar (Lu ve ark., 2021). Meme kanseri de duktal
veya lobiler kokenli malign epitelyal bir timordir. Meme kanseri, kadinlarda en sik
teshis edilen invaziv kanser olmaya devam etmekte ve buna bagli olarak diinya ¢apinda

kansere bagli 6liimlerin 6nde gelen nedenidir.


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/carcinoma

2.3. Hipoksi ile Kanser Arasindaki iliski

Oksijen; canlilarin birgok hiicresinde meydana gelecek metabolik faaliyetlerde
gerekli ATP iretimini saglayan onemli bir molekiildiir. Yasamini siirdiirebilmesi igin
oksijen tiikketme zorunluluguna sahip hiicre veya dokularin yeterince oksijen alamamast
kosulunda ortaya ¢ikan yetmezlik durumu ‘hipoksi’ olarak isimlendirilmektedir. Bu
yetmezlik insan doku ve hiicrelerine hasar vererek, kanser, diyebet, yaslanma, felg,
iskemi, akciger hastaliklari, kalp ve dolasim bozuklugu hastaliklar1 gibi birgok patolojik
duruma sebep olabilirken bunun aksine insan fizyolojisi ve embriyonal gelisimi i¢inde
oldukc¢a 6nemlidir.

Bir¢ok organizma, birtakim homeostatik genlerin aktive veya inaktive olmasi
temeline dayanan mekanizmalarla oksijen seviyesindeki degisime adaptasyon
saglayarak hiicre ve doku kaybmi Onlemektedir (lver ve ark.,1998). Hipoksi
mekanizmasinda, homeostatik rol oynayan ve hipoksi ile indiklenebilir faktér (HIF)
olarak adlandirilan bir gen ailesi bulunur. insanlarda HIF ailesi tyeleri HIF1, HIF2 ve
HIF3'U icerir. Bu Uyelerin her biri, hipokside farkli rollere sahiptir. HIF1, hipokside
hiicre sagkalimini1 desteklemek icin birka¢ genin ekspresyonunu indikler. HIF2,
normoksi veya hipokside eritropoietin Gretimi gibi diger islevleri diizenler . HIF3'ln
hipoksi ile indiiklenebilir gen ekspresyonunun negatif diizenleyicisi oldugu
diistiniilmektedir. Bu gen ailesi tyelerinden en 6nemlisi HIF1 genidir. HIF1; dokularin
gelisimi ve damar olusumu (anjiyogenez) olaylarinin modiilasyonu i¢in bazi
transkripsiyon faktorleri ve/veya enzimlerle etkilesim olusturabilir. HIF1; bircok genin
transkripsiyon mekanizmasmi diizenlemekle kalmayip hiicre dediferansiyasyonu,
damarlanma, otokrin etkili biiylime faktorlerinin {iretimi ile hiicre ¢ogalmasi, invazyonu
ve metastazini destekler. Ayni zamanda metabolik yeniden programlanma ve timor

hacmini arttirmak gibi olaylarda da 6nemli etkilere sahiptir.

2.3.1. Hipoksi Sinyal Mekanizmasi

Hipoksi; nekrotik hiicre 6liimii ve inflamasyonu beraberinde getirir. Ardindan
makrofajlarin ve monositlerin dokuya infiltrasyonundan sonra tiimoér nekroz faktoriiniin
(TNF-a)) salgilanmasina aracilik eden hipoksi ile indiklenebilir faktér 1 (HIF1) gibi
karmagik bir hiicre sinyal agmni uyarir. HIF1, memeli hiicrelerinde oksijen algilama
mekanizmasinin anahtaridir. Hipoksi ile indiklenebilir faktorler (HIF'ler); HIFla (veya
analoglar1 HIF2a / HIF3a) ve HIF1B'dan olusan heterodimerik yapida olup hucresel

ortamdaki azalan oksijen seviyelerine yanit veren transkripsiyon faktorleridir. Hipoksi


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2017.00020/full#B27
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fncel.2017.00020/full#B27

ile induklenebilir faktor 1-alfa (HIF1a); memeli hiicrelerinde surekli olarak ifade edilir
(Wang & Semenza, 1993). Hipoksik kosullarda HIFla stabilize edilip HIF1B ile
heterodimerize olabilmektedir. Ayrica HIF1a transkripsiyonu, hipoksik kosullar altinda
onemli Olglide artmakta ve daha sonra gekirdekteki hipoksi yanit elemanlarina (HRE'ler)
baglanabilme 6zelligi kazanmaktadir (Ziello ve ark, 2007). Normoksik kosullarda ise
HIF1la yapisal olarak kopyalanir ve O2 konsantrasyonundan bagimsiz olarak sentezlenir
ancak normoksik kosullar altinda HIFlo hidroksilasyonu gergeklesir ve ardindan
proteazomda bozunmaya yol acan E3 ubiquitin ligaz tarafindan isaretlenerek hizla

degradasyona ugramaktadir (Yin ve ark., 2018).

2.3.1.1. HIF1a Protein Yapisi

HIF-la

(-TAD

N-TAD
GHLH PAS

+—[menzasyon+DNA Baglanma—e +— Transaktivasvon + Regulasyon —
Sekil 2.2. HIF 1a Proteininin Molekiiler Yapist (Calapoglu, 2016).

HIF1; yapisinda stirekli eksprese olan HIF1a ve ekpresyonu sikica diizenlenen
HIF-1p alt tinitelerini barindiran bir heterodimerdir. HIF1’in bir alt tinitesi olan HIF 1a;
15 adet ekzon ile kodlanan, toplamda 826 aminoasit iceren, 120 kDa biiyiikligiinde bir
proteindir. N- terminal ucu bazik heliks loop heliks (bHLH) ve PAS alanlarimi
bulundurur (Calapoglu, 2016). DNA baglanmasi i¢in bazik alan, HIFla ve HIFI1f
dimeri olusumu i¢in ise HLH-PAS alan1 gereklidir. Yapisinda iki tane transaktivasyon
bdlgesi (TAD) bulunur. Bir tanesi N-ucu TAD 531-575 aminoasitlerinde konum alirken
digeri C-ucu TAD 786-826 aminoasitlerinde konumlanmaktadir. C-ucunun son
kismindaki 718-721 aminoasitleri, nikleer lokalizasyon sinyali (NLS) dizilerini
kapsamaktadir. HIF1o’nin merkez kisminda (401- 603aa. Arasi) Prolin-Serin-Threonin

miktarmm ¢ok oldugu oksijen bagimli parcalanma bdlgesi (ODDD) bulunmaktadir.
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HIF1 heterodimeri DNA da 5’-(A/G)CGTG-3’ konsensus dizisine baglanir (Calapoglu,
2016).

2.3.1.2. HIF1a Proteinin Fonksiyonu ve Aktivasyon Mekanizmasi

Normoksik kosullar altinda, HIFla alt birimlerinin yarilanma Omiirleri Gok
kisadir. Hiicreler siirekli olarak HIF1a proteinini sentezler ve yikima ugratir (Jewell ve
ark., 2001). Bununla birlikte, azalan oksijen ile olusan hipoksik ortam altinda,
HIFlo'nin degredasyonu gecikir (Jiang ve ark., 1996). Oksijen ve HIFla alt birimi
arasindaki arayiiz, a-alt birimlerinin oksijene bagli bozunma alaninda (ODDD) iki
prolil rezidistinun (insan HIFla da Pro402 ve Pro564) hidroksilasyonu gibi farkl
enzimatik reaksiyonlarla saglanir. Bu oksijene bagimli hidroksilasyon, von Hippel-
Lindau tiimor baskilayici protein (pVHL) ile etkilesimi diizenler (Epstein ve ark.,
2001). pVHL, ubikuitin-proteazom yolu ile proteoliz i¢cin HIFla'nin N-terminal
transaktivasyon alanmi (N-TAD) hedefleyen bir E3 ubikuitin ligaz kompleksinin tanima
bilesenidir (Ivan ve ark., 2001), (Maxwell ve ark., 1999). Kompleksin diger bilesenleri,
E3 ubiquitin ligaz komplekslerine de katilan elongin B, elongin C, Rbxl ve
Cul2'dir. Hipoksik kosullar altinda prolil hidroksilasyonu baskilanarak HIFla proteini
proteazomal yikimdan kagar ve birikebilir. Biriken HIFlo c¢ekirdege gOc¢ eder ve
HIF1pB ile dimerize olur . HIF kompleksi daha sonra hedef genlerin promotor veya

giiclendirici dizilerinde heterodimerik transaktive edici kompleks HRE'ye baglanir.

Proteosom
=
\ inaktivasyon
e 0

Hipoksi

Sekil 2.3.  HIFla proteininin prolil hidroksilasyon ve proteasomal bozunma ile dizenlenmesi
(Weidemann & Johhnson, 2008).


https://www.nature.com/articles/cdd200812#auth-A-Weidemann
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HIFla alt birimi yapisinda; oksijene bagli bozunma alaninda (ODDD) iki prolil
rezidiisi ve C-terminal transaktivasyon alaninda (C-TAD) bir asparajinil rezidisu
olmak {izere toplamda ii¢ hidroksilasyon bolgesi barmdirir. Oksijen varliginda prolil
hidroksilasyon Fe(l1)-, oksijen- ve 2-oksoglutarat bagimli prolil hidroksilaz alan1 (PHD)
tarafindan katalize edilir (Epstein ve ark., 2001). Hidroksillenmis prolil reziduleri HIF-
la'nin stabil tutulmasina olanak saglar (Bruick & mcKnight, 2001). Von Hippel-Lindau
proteini (pVHL) ise ubikitinasyon ve hemen ardindan proteosomal bozulmaya yol agar
(Jaakkola ve ark., 2001). Asparajin hidroksilasyon, C-TAD'deki tek bir bolgede faktor
inhibe edici HIF (FIH) olarak adlandirilan bir enzim tarafindan katalize edilir. Bu
hidroksilasyon, kofaktor alimmi Onler. Hipoksi veya PHD inhibisyonuna bagh
hidroksilasyonun yoklugunda, HIF1a ¢ekirdege go¢ ederek HIF1p ile heterodimerize
olur ve hedef genlerin diizenleyici bolgelerindeki hipoksi yanit elemanlarma (HRE'ler)

baglanur.

2.3.1.3. Normoksik Kosulda HIF1a Stabilizasyonunun Molekiiler Mekanizmasi

Trombosit Tiirevi Bilyiime Faktorleri (PDGF), Insiilin Benzeri Biiyiime
Faktorleri (IGF), Epidermal Biiyiime Faktorleri (EGF), Interlokin-1 B gibi birgok
blylme faktorl ve sitokin; normoksik kosullarda HIF1 o’y1 stabilize etmektedir (Zelzer
ve ark., 1998). Yapilan bazi ¢aligsmalarda, nitrik oksitin de normoksik kosullarda HIF-
la’y1 stabilize ettigine dair bulgular yer almaktadir (Palmer ve ark., 2000).

Biiylime faktorleri hipoksiye bagimli olmaksizin protein translasyonuna neden
olur. Oysa hipoksi HIF1a degradasyon miktarindaki diisiis ile iliskilidir. Bu oksijenden
bagimsiz HIFla stabilizasyonu Ras/RaffMAPK ve PI3K/Akt/mTOR gibi ortak bir
hicresel kinaz yolu ile meydana gelmektedir (Zhong, 2000). Biylume faktord, spesifik
reseptor tirozin kinaza baglanarak fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K) ve mitojen ile aktive
edilen protein kinaz (MAPK) sinyal yollarin1 iduklemesiyle protein kinaz B (PKB)
olarak da bilinen Akt’yi de aktive etmis olur (Calapoglu, 2016). MAPK sinyal
yolaginda bulunan biiylime faktorii ise Ras sinyal yolagmdaki aktivasyon silsilesini
olusturur. MAPK yolaginin aktivasyonu sadece HIFlo sentezi degil bunun yani sira
HIF’1n transkripsiyonel aktivitesinide arttirmaktadir (Zundel ve ark., 2000).
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Sekil 2.4. Buylme Faktérlerinin PI3K / MAPK Sinyal Yollar1 ile Normoksik Kosulda HIFla Sentezini
Arttirmast (Zundel ve ark., 2000).

HIF1a Hedef Genleri

HIF'ler, ¢esitli biyolojik yollarda hedef genleri diizenler. En belirgin ve iyi
karakterize edilmis hedeflerin ¢ogu, anjiyogenez ve metabolik yeniden programlama
yoluyla oksijen temini ve kullaniminin diizenlenmesinde yer alir. HIF’ler hicre
tarafindan oksijenin en verimli kullanimini koordine etmek ic¢in, enerji bagimliligini
yilksek oksijen ihtiyacindan glikolize dogru kaydiran metabolik bir yeniden
programlamanim merkezinde yer alan genleri aktive eder (Dengler ve ark., 2014). Temel
olarak tim glikolitik enzimleri kodlayan genlerin ifadesi, HIF'ler tarafindan dogrudan
indiklenir. HIF'ler ayrica anjiyogenez, kokliiliik ve kendini yenileme, hiicre ¢ogalmas,
redox homeostazisi, EMT, metastaz, invazyon ve apoptoz gibi ¢esitli hiicresel

faaliyetleri diizenleyen genlere de etki etmektedir.
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FLT1 NPM (anti-apoplotic) S0D2

Sekil 2.5. HIF1a Hedef Genleri (Dengler ve ark., 2014).

2.3.2. Kanserde Hipoksinin Rolu

Kanser olusumu 6zelliklede kat1 tiimérler, hipoksiden ¢ok fazla etkilenmektedir
(Wigerup ve ark., 2016). Kanserde hipoksi; gen ekspresyonunda degisiklik, apoptozun
engellenmesi veya otofajinin desteklenmesi, epitelyal-mezenkimal gegisin (EMT)
uyarilmasi, anjiyogenez / vaskiilogenezde artis, metastaz, artan reaktif oksijen tiirlerinin
(ROS) duretimi ve DNA hasar onarim yollarindaki degisiklikler nedeniyle genomik
kararsizliklar gibi bir ¢ok olayla iliskilendirilmektedir (Wigerup ve ark., 2016). Hipoksi
ayrica tiimorlerin agresifligini arttirmakta ve bagisiklik sistemini etkileyerek anti-tumaor
cevabin azalmasma katkida bulunur. Hipoksinin tiimor hiicreleri tizerindeki etkilerine
biiylik 6l¢tide hipoksi indiiklenebilir faktér (HIF) ailesi aracilik etmektedir (Semenza,
2007). Ortamda oksijen kaynagi yeterli oldugunda, HIFla alt birimi, oksijene bagimli
enzim aktivitesi yoluyla prolil hidroksilaz alan1 (PHD) igeren proteinler tarafindan
prolin rezidulerinden hidroksillenir. HIF1a prolil bolgelerinin hidroksilasyonu ile Von
Hippel Lindau tiimor baskilayici (pVHL)’ya baglanarak ubikuitin-proteozom sistemi
yoluyla bozunmaya ugrar. Hipoksik kosullar altinda ise azalmig oksijen konsantrasyonu
nedeniyle PHD Katalizli hidroksilasyon gerceklesmez. Hidroksillenmemis HIFlo alt
birimleri ¢ekirdege goc ederek heterodimerler olusturmak iizere HIFI alt birimleriyle

birlesirler. Olusan HIF1 heterodimeri, bliylime faktorleri gibi hipoksi hedef genlerini


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hydroxylation
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indiikleyerek transkripsiyonel aktivitelerini arttirir (Emami Nejad ve ark., 2021). HIF-1
indikli genlere; vaskiiler endotelyal buytume faktoru (VEGF), eritropoietin, transferrin
ve transferrin reseptorleri, glikoliz igin gerekli enzimler, anti-apoptotik faktorler,
trombosit kaynakli biyiime faktori-B (PDGF-B) Ornek verilebilir (Emami Nejad ve
ark., 2021), (Vaupel & Harrison, 2004). Aslinda azalan oksijen miktarin telafi etmek
icin Uretilen bu faktorleri; hipoksik kanser hiicreleri sag kalim, anormal anjiyogenez,
asir1 hiicre bliylimesi ve metastazi artirmak igin ¢ok daha fazla eksprese ederler (Emami
Nejad ve ark., 2021).

2.3.2.1. Meme Kanserinde Hipoksi

Meme dokusunun blylk bir kismint yag dokusu kapsar. Yag dokusunu
olusturan adipositler, tiimor hiicreleri i¢cin uygun ortam olan hipoksiyi tesvik eder
(Linda ve ark., 2017). Bu sebeple, meme kanseri hiicrelerinin gelisimi de hipoksi ile
baglantilidir. Hipoksi ayn1 zamanda meme kanseri hiicrelerinde dstrojen reseptorlerinin
kaybimna yol acarak tedaviye yanit1 azaltirken hipoksi ile induklenen faktor-lo (HIF-lo)
da yeni damar olusumu (neovaskularizasyon) yoluyla metastazi etkiler (Linda ve ark.,
2017).

2.4. p21 Aktive Kinaz (PAK) Ailesi

Serin/Treonin sinifina ait olan P21 ile aktive edilen kinazlar (PAK'lar); ilk olarak
1994 yilinda, aktin polimerizasyonunu diizenleyen kiiciik (21kDa) GTPazlarin baglayici
proteinleri olarak kesfedilmistir. Fakat bu kesiften kisa bir siire sonra sagkalim, hiicre
iskeleti dinamikleri, motilite, hiicre dongiisii, MAP Kinaz kaskadlar1 yolu ile gen
transkripsiyonu, apoptoz ve hormon sinyali (Arias-Romero & Chernoff, 2008) gibi
farkli hiicresel siireclerin yiiriitiilmesi ve/veya diizenlenmesi i¢in gerekli sinyal
yolaklarinda (Bagrodia ve ark., 1998) temel rol oynayan Cdc42 ve Racl adindaki Rho
GTPaz’lar ile birlikte efektif olmaktadirlar (Sells & Chernoff, 1997), (Manser ve ark.,
1994). PAK’lar alt1 iiyeden olusan bir ailedir ve bu fliyeler kendi igerisinde yapisal
farkliliklar ve dizi homolojilerine gore iki gruba ayrilir. Grup I PAKlar; PAKI, PAK2
ve PAKS3 Uyelerini kapsarken, Grup Il PAKIlar; PAK4, PAK5 ve PAK6 uyelerini
kapsamaktadir (Sells & Chernoff, 1997).


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rausch%20LK%5BAuthor%5D
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?term=Rausch%20LK%5BAuthor%5D
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378111916309817#bbb0050
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378111916309817#bbb0085
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378111916309817#bbb0575
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378111916309817#bbb0575
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Grup |

Pak1 Kinaz Alani
Pak2 ' ,\' : o | Kine-az Alani
Pak3 Kinaz Alani
Grup Il

Pakad Kinaz Alani
Pak5s Kinaz Alani
Paké 'jl ‘PBD ;‘; ” Kinaz Alani

Sekil 2.6. PAK’larm Grup I ve II Yapisinin Sematik Gosterimi. (PBD: P21 Baglanma Bolgesi, AID:
Otoinhibitér Bolge, Gri Halkalar: Prolince Zengin Bolgeler, Mor Halkalar: Asidik Bolge, Sar1 Halkalar:
PIX Baglanma Bolgesi (Radu ve ark., 2010).

2.4.1. p21 Aktive Kinaz 4 (PAK4)

PAK4 , Grup II de yer alan PAK'lar arasindaki ilk klonlanan PAK dyesidir
(Wells & Jones, 2010). PAK4, hem dizilim hem de islev agisindan PAK ailesinin diger
iyelerinden farklidir (Qu ve ark., 2001). Embriyonik gelisim ile iliskili, her yerde
eksprese edilmekte bir protein olup aktin proteini araciligiyla hiicre iskeleti
dinamiklerini regiile ettigi bulunmustur. 19. Kromozomun g kolunun 13.2 lokusunda
yer alir ve Ras ile iliskili C3 botulinum toksin substrati 1 (Racl) ve hiicre boliinmesi
kontrol proteini 42 homologu (CDC42)’nun downstream efektorii oldugu gosterilmistir
(Vaughan & Jat, 2011). PAK4 ¢ogunlukla periniikleer bolgede bulunurken, aktif Cdc42
ile birlikte ifadelendiginde golgiye gider (Baldassa ve ark., 2010). Diger PAK'larin
aksine, PAK4, efektor hucre dongist mutantt CDC42C40 ile etkilesime girer. Bunlarin
yant sira PAK4; hem embriyonik canlilik hem de doku gelisiminde kayda deger bir role
sahiptir fakat yetiskin dokularda bu proteinin ifadesinin azaldig1 bilinmektedir (Bokoch,
2003).

2.4.1.1. PAK4 Gen Yapis1

Grup II’nin kurucu Uyesi olan PAK4’iin, 1998 yilinda Minden A. ve arkadaslari
tarafindan Jurkat hlcrelerinden cDNA kiitiiphanesi olusturulmustur. PAK4 geni bu
cDNA Kkiitiiphanesi kullanilarak PCR bazli bir strateji ile klonlanip tanimlanmistir (Abo


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/pak4
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/embryogenesis
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/botulinum-toxin
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/botulinum-toxin
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ve ark., 1998). Grup II PAK'lar, grup I PAK'lara kiyasla daha az kodlama eksonuna
sahiptir, bu durum iki grupta yer alan PAK {iyeleri arasindaki yapisal ve fonksiyonel
farkliliklar1 olusturur. PAK4; 19. Kromozomun g13.2 bolgesinde yer alan ve protein
kodlayan bir gendir. Insan PAK4'll yapisinda 13 ekson barmdirr ve yaklasik 57 kb

uzunlugundadir.

|
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Sekil 2.7. PAK4 Gen Yapist.

Bu gen i¢in farkli izoformlar1 kodlayan ¢oklu transkript varyantlari bulunmustur. PAK4
totalde 12 transkript Gretmektedir. Bunlardan 10 tanesinin yaklasik 438 ila 591 amino
asit uzunlugunda olan proteinleri kodladigi bilinmektedir. Kalan iki transkript ise dogasi

geregi protein kodlamamaktadir (Kumar ve ark., 2017).

2.4.1.2. PAK4 Protein Yapisi

PAK4 proteinleri yapisinda; korunmus bir N-terminal p21-baglama alan1 (PBD),
bir C-terminal kinaz alan1 (KD) (Ha ve ark., 2012), yeni tanimlanan bir oto inhibitor
alan1 (AID) veya bir AID benzeri sahte substrat sekans (PS) alan1 icermektedir (Won ve
ark., 2019).

10 2 68 323 Ser474 574
PAK4 CEO:ATD: [ Kinaz Alani j: 91

|

Sekil 2.8. PAK4 Protein Yapisinin Sematik Gosterimi. Rakamlar, cesitli alt boliimlerdeki rezidi
numaralarm tanimlamaktadir. N-terminali oto-dlizenleyici bélge (10-68aa) ve kinaz alani (323-574aa)
gosterilmigtir. PBD (p21-baglama alani) ve AID (otomatik engelleyici alan) dahil olmak Uzere otomatik
diizenleyici bolgenin yapist gosterilmektedir. | ise prolin agisindan zengin bolgeyi belirtmektedir (Kumar
ve ark., 2017).
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Sekil 2.9. PAK4 Proteininin 3 Boyutlu Kristal Yapisi, b)PAK4’te bulunan P21 Baglanma Alaninin 3
boyutlu kristal yapisi, ¢)Kinaz Alaninin 3 boyutlu kristal yapisi (Zhang ve ark., 2022).
2.4.1.3. PAK4 Aktivasyon Mekanizmasi

PAK4 normalde N- terminal alanindaki otomatik engelleyici alan
(AID) araciligiyla inaktif halde tutulur. Inaktif formdaki PAK4; blylme faktori
reseptorleri veya aktif CDC42 ve RAC1 gibi Rho GTPaz’lar basta olmak tizere gesitli
efektorlerin (Aspenstrom ve ark., 2004) P21 Baglanma Alanina (PBD) baglanmasiyla
yapisinda konformasyonel bir degisiklik olusturur. Boylece AID aracili inhibisyon
serbest brrakilir ve birkac serin ve/veya treonin rezidiisii lizerinde yapisal olarak bir
otofosforilasyon meydana gelir. Tiim bunlarin sonucunda kinaz artik tamamen aktive
olmus olur (Eswaran ve ark., 2008). Aktive olan kinaz ise hiicre bliylmesi ve hayatta

kalmasmin diizenlenmesi ile iliskili bir dizi biyokimyasal substrat1 fosforile eder.
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Sekil 2.10. PAK4 Aktivasyon Modeli (Kumar ve ark., 2017), (HA ve ark., 2012).
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2.4.1.4. PDGF Aracih PAK4 Aktivasyonu

PDGF serum faktorlerinin PAK'1 aktive ettigi bilinmektedir (Li ve ark., 2000).
Hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, yara iyilesmesi ve timor hiicresi metastazi gibi
migrasyonla iligkili siireglerin kontroliinde 6nemli roller oynayan PDGF, spesifik
reseptoriine baglandiginda reseptoriin  dimerizasyonunu ve onun tirozin Kinaz
aktivitesini indikler. Aktive olan PDGF reseptéri (PDGFR), fibroblastlarin hiicre
gociinu uyarmak icin epidermal blylime faktori (EGF) reseptoriuni (ErbB1) transaktive
eder (Li ve ark., 2000). Bu transaktivasyon, kemotaktik olarak gorev alan PDGF’in p21
ile aktive olan kinaz (PAK) ailesi kinazlarin1 indiiklemesi icin gereklidir (Li ve ark.,
2000), (He ve ark., 2001). Bu baglamda yapilan ¢aligmalar; PDGF ailesi ligandlarindan
gelen sinyalin PAK't aktive etmesi igin 0nce EGF reseptoruni transaktive etmesi

gerektigini gostermektedir (He ve ark., 2001).

2.4.1.5. PAK4 lliskili Sinyal Yolaklari

—»fTutunma Bagimsiz Blylime ]
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Sekil 2.11. PAK4 Iliskili Sinyal Yollar1 (Naija ve ark., 2021).

Fosforillenmig PAK4, tutunma bagimsiz biiyiimeyi diizenler (Qu ve ark., 2001).
PAK4 asir1 ekspresyonu gosterilen sinyal yolaklarma ek olarak; Akt gibi bircok sinyal
yolunun ekspresyonunu diizenler ve hiicre g¢ogalmasini, invazyonunu ve gocuni
destekler. PAK4, hicre sag kalimi ve ¢ogalmasinda etkili olan bu PI3K/AKT sinyal
yollarmin aktivasyonuyla kanser hicrelerine tedavilere direng kazandirir (Kuijl ve ark.,
2007). Baz1 durumlarda, fosforile edilmis PAK4; kaspaz3, bax, p53 gibi molekilleri
dizenleyerek diger sinyal yollarini da etkiler (Kesanakurti ve ark., 2012). PAK4 asir1


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/signal-transduction
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/extracellular-signal-regulated-kinases
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/extracellular-signal-regulated-kinases
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ekspresyonu, Vimentin ve N-Kaderin’i uyararak hicre iskeleti organizasyonunu ve
hiicre yapisma kabiliyetini degistirir (Edwards ve ark., 1999). PAK4 mitokondrinin
sitokrom ¢ salmimini 6nleyen BAD’1 fosforile ederek veya kaspaz8’ in DISC
kompleksine baglanmasina engel olarak apoptozu baskilayabilir (Gnesutta ve ark.,
2001). Cdc42V12’nin ifadesi ile birlikte PAK4, membrandz stoplazmik ¢ikint1 (filopod)
olusumuna katilir. PAK4, ayrica bagisiklik sisteminde rol oynayan IL-6, IL-8, TGF-B3 ve
TNF-a ekspresyon seviyelerini de diizenler (Kuijl ve ark., 2007).

2.4.2. Kanserde PAK4

Cogalmay1, apoptozu ve invazyonu diizenleyen genlerdeki mutasyonlar normal
hiicrelerin kanserlesmesine sebebiyet vermektedir. Bunun yanisira mutasyon olmadan
sinyal yollarindaki aksakliklar veya anormallikler de kansere sebep olmaktadir (Ye &
Field 2012). Bu duruma PAK'lar 6rnek verilebilir. Clnki bu kinazlar; mutasyona
ugramasada, ¢esitli insan tiimdrlerinde asir1 diizeyde ifade edilir veya normalden daha
fazla aktive edilmesi s6z konusu olmaktadir. Birka¢ farkli molekiiler mekanizma, gen
amplifikasyonu ve yukar1 akis diizenleyicilerinde degisimler olusturarak kanserde
anormal PAK sinyallemesine neden olmaktadir (Chen ve ark., 2008). PAK4; PI3K, Akt,
Bad, Bax ve p53 gibi pek ¢ok Onemli kanser sinyal yollarinda anahtar sinyal
doniistiiriiciileri olarak rol oynarlar (Ye & Field, 2012). Yetiskin dokularinda PAK4’iin
DNA, RNA ve protein seviyelerinin asirihigi siklikla kanserle iliskilendirilmistir (Rane
& Minden, 2019). PAK4’in kanser hiicrelerinde asir1 eksprese oldugu ve bunun
sonucunda da kanser hiicrelerinin sag kalimmi ve g¢ogalmasmni tesvik ettigi bircok

caligmayla kanitlanmistir (Gnesutta ve ark., 2001), (Gnesutta & Minden, 2003).

2.4.2.1. PAK4’ iin Kanser Hiicrelerinin Cogalmasindaki Rol{

PAK4; kanser hiicrelerinin sag kalimini ve siirekli ¢ogalmasini destekleyici rol
oynamaktadir (Gnesutta ve ark.,, 2001), (Gnesutta & Minden, 2003). Kanser
hucrelerinde artan ifadesiyle PAK4, PI3K'ya dogrudan baglanr ve AKT
fosforilasyonunu artirarak PI3K/AKT sinyal yolunu aktive etmektedir. PI3K/AKT
yolagi, hiicrenin hayatta kalmasini, ¢ogalmasin1 destekler (He ve ark., 2017). PAK4
Akt yolaginin yani sira bagka bircok c¢esitli mekanizmalar yoluyla da hicre

proliferasyonunu etkilemektedir.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/angiogenesis
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2.4.2.2. PAK4’iin Kanser Hiicrelerinin Gécii, Invazyonu ve Metastazinda Rolii

Var olan toplam PAK f{iyelerinin arasindan sadece PAK4; tiimdr hiicrelerinin
gelisimi ile iliskili olan tutunma bagmmsiz hiicre biiylimesini destekler. Aktive
PAK4; epitelyal-mezenkimal gegis siirecini hizlandrarak ve kanser hicrelerinin gogun
ve metastazin1 destekleyerek kanserin ilerlemesine katkida bulunur. PAK4 asiri
ekspresyonu, hiicre gocu ve invazyonu icin 6nemli bir proteinaz olan membran tipi 1
matris metalloproteinaz (MT1-MMP)’1 ve kofilini fosforile ederek inaktive eden
LIMKI1'i uyarrken ayrica Vimentin, E-Kaderin, N-kaderin ekspresyonlarini da
diizenler. Boylece hucre iskeleti organizasyonuyla birlikte hiicre yapisma 6zelligini
degistirmektedir (Kesanakurti ve ark., 2012), (Ahmed ve ark., 2008). Ayrica PAK4 asir1
ekspresyonunun, bir takim biiylime faktorii reseptorii sinyal yollarini diizenleyerek
hiicre invazyonunu ve gogiinii destekledigi de ortaya koyulmustur (Kesanakurti ve ark.,
2012).

2.4.2.3. PAK4 ve Apoptoz Mekanizmasi

PAK4’iin tiimorijenik islevine, apoptotik yolaklar1 diizenleme yetenegi de
aracilik eder. Bu diizenlemeyi kinaz bagimli ve bagimsiz olmak iizere iki sekilde
gerceklestirir. PAK4 kinaz bagimli olarak pro-apoptotik molekul olan BAD'i serin
rezidisinden fosforile eder ve dolayisiyla mitokondriden sitokrom ¢ salinimini
engellemis olur (Datta ve ark.,, 1997). Kinaz bagimsiz olarak ise; mitokondriden
sitokrom ¢ salinimin1 aktive eden kaspaz8 aktivasyonunu engeller. Sitokrom c
saliniminin engellenmesi, kaspaz-9 aktivasyonunun baskilanmasi ve dolayisiyla kaspaz-
3'iin kesilememesi ve baskilanmasma yol agarak hiicrenin apoptozdan ka¢gmasina yol
acar (Green, 1998). Ayrica, asir1 PAK4 ifadesinin iskele proteini TRADD'nin, aktive
edilmis timor nekroz faktér reseptoriine (TNFR) baglanmasina yardimci olarak
proapoptotik yolu ortadan kaldirdigi (Li & Minden, 2005) ve kaspaz 8’in Olumi
indiikleyen sinyal kompleksine (DISC) baglanmasini engelleyerek yine kinaz bagimsiz
bir sekilde hiicrelerin apoptozdan kagmasina sebebiyet verdigide bilinmektedir
(Gnesutta & Minden, 2003). Kaspaz-8 gibi baglatict kaspazlarin aktivasyonunun
engellenmesi de kaspaz 3 ve 9 dahil olmak iizere diger kaspazlarinin aktivasyonunun
baskilanmasina yol agar. Kaspaz 3 ve diger efektor kaspazlarin baskilanmasi da Bax
proteini gibi apoptotik tepkiye aracilik etmede Onemli roller oynayan bir dizi farklh
hedef proteinin aktivitesini engelleyerek hiicrenin apoptozdan kagmasma sebep olur
(Gnesutta ve ark., 2001).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/proteases
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2.4.2.4. PAK4’iin Kanserde Inflamatuar Etkileri

PAK4 asir1 ekspresyonu ve aktivasyonu; bazi inflamatuar yanitin azalmasina ve
tedavide ilag direngliliginin artmasina sebep olarak kanserli hastalarin yasama
oranlarmin diismesi ile iliskilidir (Radu ve ark., 2014), (Abril-Rodriguez ve ark.,
2020). (Fu ve ark., 2014). (Bhardwaj ve ark., 2014), (Won ve ark., 2019). (Siu ve ark.,
2010). (Shu ve ark., 2015), (Tyagi ve ark., 2016). PAK4’ln inflamasyon Uzerine etkisini
aragtiran bazi caligmalar, PAK4 yikimmin, timoér nekroz faktorii alfa (TNF-a),
interlokin-6 (IL-6), interlokin-1p (IL-1pB), kemokin (CC motifi) ligand1 5 (CCLS5) ve
interferonp' y1 igeren inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunun azalmasina neden

oldugunu kanitlamistir (He ve ark., 2017).

2.4.2.5. Meme Kanserinde PAK4

Meme Kanseri kadinlarda en sik goriilen kanserdir. Kadinlarin yasamlari
boyunca meme kanserine yakalanma riski %212'dir. Evre 1 meme kanserinin 5 yillik
sagkalim oran1 %98'dir ancak bu oran evre 4 metastatik meme kanserinde %25'e diiser
(Cancer Research UK, 2021). PAK4 geni lokalizasyon olarak agresif meme
kanserlerinde ¢ok fazla amplifikasyona ugrayan bolgede oldugu igin kanserde asir1 ifade
edilmesi kagimilmazdir (He ve ark., 2017). Normal meme epitel hiicrelerinde neredeyse
saptanamayacak kadar az olan PAK4 protein ve mRNA seviyelerinin, bazi meme
kanseri hiicre hattinda ve insan meme kanseri tiimor orneklerinde arttigina ve kanserin
en ileri asamasindaki hiicre 6rneklerinde en yiiksek PAK4 seviyelerine rastlanmistir (He
ve ark., 2017), (Bi e ark., 2016), (Wong ve ark., 2013). Bu durum PAK4'in meme

kanserinde onkojenik bir protein olarak rol oynadigimi kanitlamaktadir.

2.4.2.6. Kemoterapdtik Olarak PAK4 Inhibitorlerinin Kullanim
Diinya capinda, basta kanser olmak iizere bulasici hastaliklar, kalp, diyabet ve

pankreas hastaliklar1 gibi ¢esitli bircok hastalikta PAK' larin kritik rolleri gz Oniine
alinarak, PAK hedefli ilag kesfi, blyuk bir ilerleme kaydetmistir (Liu ve ark., 2021).

PAK inhibitorleri; ATP-rekabet¢i inhibitorleri, allosterik inhibitérleri ve dogal
inhibitorleri icermektedir. ATP-rekabetci inhibitorler ve allosterik inhibitorler, PAK'
larm yapisma gore gelistirilmistir. Dogal PAK inhibitorleri ise PAK aktivitesini veya

PAK aracili patojenik sinyal yollarini inhibe eden bitkilerden ekstrakte edilmis
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bilesiklerdir (Liu ve ark., 2021). ATP-rekabetci inhibitorlere; PF3758309 adindaki
PAK4 inhibitori 6rnek verilebilir (Murray ve ark., 2010). Bu PAK4 inhibitéri, ATP
baglanma bolgesindeki PAK4 katalitik alanma baglanir. Bu sekilde olusturdugu
biyolojik ve kimyasal degisiklerle in-vitro tiimor hiicre biiyiimesini engelledigi

kanitlanmistir (Murray ve ark., 2010).

2.4.3. PAK4’iin Hipoksi Tle Tliskisi

Yapilan bir ¢alismada PAK4 asir1 ekspresyonunun hipoksik kanser hiicrelerinde
HIFla protein seviyesi tizerinde stabilize edici bir etki gosterdigi bulunmustur. Ayni
calismada; PAK4'ln yikilmasi, hipoksi kaynakli HIFlo birikimini azalttig
gosterilmistir (Kim ve ark., 2017).
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Sekil 2.12. Pak4'in Hipoksik Kosullar Altinda Akt-mTOR-4E-BP1 Yolu Aracihigiyla HIFla
Translasyonu Uzerine Etkisi (Kim ve ark., 2017).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Hucre Kultiru

Hucreler; hiicre kiiltiir kaplar1 igerisinde, %10 Fetal Bovin Serum-FBS (PAN
BIOTECH — Cat:P30-3303), %1 Penisilin/Streptomisin (MULTICELL — Cat:450-115-
EL), L-Glutamin, esansiyel olmayan amino asitler, sodyum piriivat iceren Dulbecco’s
modified eagle medium-DMEM (Sigma — Cat:D6429) besi ortaminda monolayer
sekilde kiiltiirlenip ¢ogaltildi.. Kiiltiirasyon islemi; standart hicre kultir icin gerekli
sartlar1 saglayan (% 5 CO2’li atmosfer ve 37°C) bir inklibatérde (ESCO — CCL-170B-8)
gerceklestirildi. TUm hiicresel deneyler steril hucre kaltirl kabininde (ESCO — AC2-
4E8 Class I1) uygulandi. Hucrelerin morfolojileri invert mikroskop (Carl Zeiss 415510-
1101-000) yardimiyla goriintiilendi.

3.1.1. Hiicrelerin PDGF-BB ve PF3758309 Ajam Ile Muamele Edilmesi

MDA MB 231 hiicreleri %70-80 konfluensiye ulastiginda hiicrelerin bulundugu
kiiltiir kabindan %10 FBS’li besi ortamu aspire edildi. ki defa PBS ile yikama islemi
gerceklestirildi. Ardindan hiicreler serum agligina maruz birakildi ve gece boyu (16
saat) beklemek (zere inkiibatore kaldirildi. Gece boyu serumsuz besiyerinde bekleyen
hiicreler {lizerinden besiyeri uzaklastirildi ve iki kez PBS ile yikama yapildi. Hicreler
kontrol icin sadece serumsuz besiyerinde, PDGF-BB uyarimi i¢in PDGF-BB (Sigma —
Cat:SRP6296) PAK4 inhibisyonu i¢in PF3758309 ajani (MCE — Cat:898044-15-0) hem
PDGF-BB uyarimi hemde PAK4 inhibisyonu igin ise her iki ajani igeren serumsuz

besiyerinde tutuldu. Farkli deneyler i¢in hep bu deney seti kullanildi.

3.2. Hicre Proliferasyon Deneyi

[k olarak MDA-MB-231 hiicreleri tripsin (SARTORIUS — Cat:03-053-1B) ile
tripsinize edilip homojenize edildi ve Thoma lam1 (MARIENFELD) kullanilarak 5000
hiicre/kuyu olacak sekilde tripan mavisi (Bl Biological Industries - Cat:03-102-1B)
yardimiyla sayildi. Daha sonra hiicre proliferasyonu i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina
her kuyuda 5000 hiicre olacak sekilde hiicreler ekildi ve bir giin inkiibatorde tutunmalar1

beklendi. Ertesi gun hucreler tzerindeki mevcut besiyeri aspire edildi ve serumsuz
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besiyeri eklenerek bir giin inklibatorde inkube edildi. Bir giin sonunda, kontrol, PDGF-
BB, PF, PDGF-BB/PF seklinde olan deney seti uygulanarak 48. Saat MTT (Sigma —
Cat:M5655) okumasi i¢in inkiibatore kaldirildi. 48.saatin sonunda besiyerine MTT ajani
eklendi ve 3 saat inkiibatorde bekletildi. Ardindan besiyerleri aspire edilerek tim
kuyulara DMSO (Honeywell-Cat:41640) koyuldu ve hemen ardindan spektrofotometre
(Thermo Scientific-MULTISKAN GO) yardimi ile 540-690 nm de spektrofotometrik
Olctim gergeklestirildi.

3.3. Hucre Migrasyon Deneyi

MDA MB 231 hiicrelerinin 6-kuyulu kaplara her kuyuda 10* hiicre olacak
sekilde ekimi yapildi. Bir giin boyunca inkiibatdrde bekletilerek tutunmalar1 beklendi.
Ertesi giin mevcut besiyeri uzaklastirildi ve serumsuz besiyeri ilave edilip gece boyu
(16saat) inkiibasyona birakildi. Serum ag¢ligi uygulamas: bittikten sonra Serumsuz
besiyeri de aspire edildi. Hiicrelerin tam orta hattindan kesit atild1 ve iki kez PBS ile
yikama yapildi. Ardindan hiicrelere Kontrol, PDGF-BB, PF, PDGF-BB+PF olarak
hazirlanan deney setine gore besiyerleri ilave edildi. 0. 24. 48. Saatlik durumlar
gozlemlendi. Ilk siire sonunda ¢ekilen goriintii ile diger siirelerde ¢ekilen goriintiiler
ayni biiylitme oraninda ve ayni bolgeden alindi. Image J programi ile goriintiilerdeki
hiicre migrasyon alanlar1 belirlendi. Alan verileri hesaplanarak kontrol, PDGF-BB, PF
ve PDGF-BB/PF ile muamele edilen hiicrelerin migrasyon oranlar1 belirlendi.Veriler

anlamlilik analizi i¢in istatistiksel olarak hesaplandi.

3.4. Western Blot
3.4.1. Hiicre Lizatlarinin Hazirlanmasi

Muamele siresi dolan hicrelerin Uzerlerindeki besiyeri aspire edildi ve iki defa
soguk Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline-DPBS (Sigma-Cat:D5652-10X) ile
yikandi. Yikama isleminden sonra buz iizerinde hiicrelere Triton-X Lizis tamponu (Cell
Signalling—Cat:9806) eklenerek bir kaziyict yardimiyla tutunan hiicreler kazindi. Hiicre
pargalarinin oldugu soliisyon steril bir ependorfa alinarak vortekslendi. Ardindan 13000
rom de 1 dk santrifiij edilerek istenmeyen hiicre kalintilarindan arinmus, igerisinde
protein bulunan siipernatant yeni steril bir ependorfa aktarildi. Ornekler kullanim

zamania kadar -80°C’de sakland.
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3.4.2. Bradford Yontemi

Hazirlanan lizatlar 1pul olacak sekilde 96kuyulu kiiltiir kaplarina koyuldu. Yine
ayni kapta bos kuyulara, %1 BSA (Sigma-Cat:A9058)‘dan belirli konsantrasyonlarda
koyularak protein standardi olusturuldu. Daha sonra tiim kuyulara 100 pl’ser Bradford
reaktifi (BIORAD-Cat:5000006) eklendi ve meydana gelen mavi renk 1simalari bir
spektrofotometre (Thermo Scientific-MULTISKAN GO) yardimiyla 595nm’de 6l¢uldi.
Cikan degerler protein standart grafigine gore hesaplandi ve lizatlardaki pg/ul protein

miktar1 belirlendi.

3.4.3. Poliakrilamid Jelin Hazirlanmasi

Tablo 3.1. Poliakrilamid Jel Konsantrasyonlari.
Resolving %7’lik %10’luk Stacking 5mL’lik

Jel Jel Jel Jel Jel
Su 15mL  11,55mL Su 3mL
Resolving  7,5mL 7,5mL Stacking  1,25mL
Buffer Buffer
Acr 7,05mL  10,5mL Acr 0,625mL
(29:08) (29:08)
%10SDS  0,3mL 0,3mL %10 50ul
SDS
%10 APS  0,3mL 0,3mL %10 50ul
APS
Temed 30ul 30ul Temed 5ul
Toplam 30mL 30mL 5mL
Hacim

3.4.4. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Daha dnceden Bradford yontemiyle protein miktari belirlenmis olan 6rneklerden
50 pg alindi ve 5:1 oraninda B-merkaptoetanol igeren SDS yiikleme tamponu ile
karistirildi.  Ardindan  95°C’de 5 dk kaynatild. Oncesinde hazirlanmis olan
poliakrilamid jele uygun pipet uglartyla yiklendi. Ornekler jele yiiklendikten sonra tank
gerekli seviyeye kadar yiriitme tamponu ile dolduruldu. Ornekler stacking jeli gecene

kadar 80 voltta, resolving jelde ise 130 voltta yirutildi.
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3.4.5. Proteinlerin PVDF Membrana Transferi

Yurutilen o6rneklerin 1slak transferi igin; ilk olarak slngerler transfer
tamponunda 1slatildi ve  transfer aparatinin negatif yiikii temsil eden kismina
yerlestirildi. Uzerine whatman kagidi, yine transfer tamponunda islatilarak koyuldu.
Yuratme camlar1 dikkatlice agilip arasindaki jel ¢ikarildi ve whatman kagidinin {izerine
yerlestirildi. Ardindan PVDF membran (Millipore 1PVH00010) saf metanolde
1slatilarak jelin iizerine koyuldu ve hava kabarcig1 kalmadigindan emin olundu. Uzerine
tekrar tamponda 1slatilmig whatman kagidi (ACHEM) ve diger siinger konularak
transfer aparati kapatildi. Aparat tanka yerlestirildi ve membranmn kurumasimna izin
vermeden gerekli seviyeye kadar tank transfer tamponuyla dolduruldu. Tankin kapagi
kapatildi ve voltaj cihazma baglandi. Ornekler soguk odada gece boyu 40 voltta transfer
edildi.

3.4.6. Iimmiinblotlama

Transfer islemi gerceklestikten sonra membran TBS-T/BSA (1X TBS, % 0.1
Tween-20, %1 BSA) bloklama solisyonunda 1 saat bloklandi. Daha sonra TBS-T/BSA
icinde 1/1000 dillisyonuyla hazirlanan primer antikor ile gece boyu soguk odada
isaretlendi. Ertesi guin primer antikor uzaklastirildi ve TBS-T ile her biri 15’er dakika
olacak sekilde 2 kez yikama yapildi. Ardindan, TBS-T/BSA icinde 1/2000 diltisyon ile
hazirlanmis primere uygun (anti-mouse veya anti-rabbit) sekonder antikorunda 1,5 saat
isaretleme yapildi. Sekonder antikorun uzaklastirilmasmin ardindan membran yine
TBS-T ile herbiri 15 dakika olacak sekilde 2 defa yikandi.

3.4.7. Goruntileme
Isaretleme yapilan membran iizerine ECL reaktifi (advansta—Cat: K-12043-D20)
ilave edildi ve 1 dk bekletildi. Ardindan goriintiileme icin BIORAD Chemidoc

goriintiileme cihazinda kemiliiminesans 6l¢iim alindi.

3.5. Immiinpresipitasyon Deneyi

HIFla ve PAK4’ln fiziksel olarak birbirine baglandigini gdstermek igin;
kontrol, PDGF-BB, PF ve PDGF-BB/PF deney seti uygulanan MDA MB 231
hiicrelerinden hazirlanan hiicre lizat1 ile ayr1 ayr1 HIFla ve PAK4 proteini
immunopresipitasyona tabii tutuldu. Immiinpresipitasyon i¢in; MDA MB 231 hiicreleri

gece boyu serumsuz ortamda inktibe edildi. Daha sonra, deney seti hticrelerine gore ilk
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olarak PDGF-BB uyarimi istenen hiicreler PDGF-BB igeren besiyerine maruz birakildi
ve 30 dk iinkubatdrde tutuldu. PAK4 inhibisyonu istenen hiicreler ise 1 saat boyunca PF
ajani ile inkiibe edildi. Kontrol hiicrelerine hicbir sey uygulanmadi. Daha sonra bu
deney seti hiicrelerinden lizat hazirland1 ve hazirlanan herbir lizatin 500mikrogrami IP
icin ayr1 ependorflara alindi. Lizatlar tizerine toplam hacim 600ul olacak sekilde Triton
X liziz tamponu eklendi. Herbir lizat/tampon karigimi Uzerine ise iyice vortekslenip
homojenize edilmek sartiyla 25ul Manyetik G/A bead (Thermo Scientific — Cat:88803)
eklendi. Daha sonra +4°C’de 30 dk rotatorde inkiibe edildi. Siire sonunda 10.000rpm’de
1 dk yine +4°C’de mini santriftij (niive- NF048) ile santrifuj edilerek stipernatantlar yeni
tiiplere aktarildi. Her tiipe 10ul olacak sekilde anti-HIFla (sc-13515) veya anti-PAK4
(sc-390507) antikoru koyuldu ve tekrar +4°C’de rotatorde 1 saat inkiibe edildi. Siire
sonunda {izerlerine 75ul’ser manyetik boncuk ilave edildi ve yine +4°C’de rotatorde
gece boyu (16 saat) olacak sekilde inkiibasyona birakildi. Ertesi giin bir miknatis
yardimiyla manyetik boncuklar ependorf ¢eperine ¢ekildi ve siipernatant atildi. Pellet
iizerine 200ul Triton X tamponu eklendi ve yine boncuklar miknatisla ¢epere cekilerek
siipernatant atildi. Bu yikama islemi 100ul’ser tampon ile 2 defa tekrarlandi. Ikinci
yikama sonunda pellet iizerine 100ul Triton X tamponu eklenerek iyice homojenize
edildi. Ardindan tiiplere 12,5ul B-merkapto etanol igeren ylikleme boyasi eklendi ve
westernblot yapilana kadar -80°C’de saklandi. Westernblot igin Ornekler jele
yiiklenmeden once 5 dk kaynatildi. Daha sonra yine bir miknatis yardimiyla manyetik
boncuklar ¢epere ¢ekildi ve igerisinde proteinlerin oldugu sivi kisimdan her kuyuya
10ul olacak sekilde jele yuklenerek westernblot prosediiriine gére yontem tamamlandi

ve analiz edildi.

3.6. gqRT-PCR (kantitatif gercek zamanh PCR) Yontemi
3.6.1. RNA izolasyonu ve Kantitasyonu

Hiicre kiiltiir kabindan besiyeri uzaklastirildi. PBS ile 2 defa yikama yapildi
Ardindan RNA izolasyon kiti (QIAGEN-Cat:12143) protokoll ve igerigine gore; RLT
tamponuyla hiicre lizat1 hazirlandi. Hazirlanan lizattan pipetaj yapilarak 600ul alip steril
ependorfa koyuldu. Hicreler Gzerine 1X hacimde %70 etanol eklendi. Kit icerisinde
bulunan RNase mini spin tiipiine 700ul bu karisimdan koyuldu. Daha sonra tiip 8000g
(9180rpm)’de 15 saniye santrifiij edildi. Toplama tlplnde kalan sivi atildi. Santrifiij
islemi iki kez tekrarlandi. Daha sonra RNase spin tiipiine 700pul RW1 tamponu eklendi
ve tekrar 8000g’de 15 saniye santrifligasyon yapildi. Toplama tiipline gegen sivi1 atild1.
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Ardindan RPE tamponundan 500ul RNase spin tiipiine eklendi ve tekrar 8000g’de 2dk
santrifiije edildi. Toplama tiipline gegen sivi atildi. RNase spin tiipii yeni ve steril bir
ependorfa aktarildi. Daha sonra RNase spin tiipiinde bulunan membranin tam ortasina
50ul RNase igermeyen su koyuldu ve 1 dk bekletilmesinin ardindan 8000g’de 2 dk
santrifilj edildi. izole edilen RNA &rneklerinin saflik ve miktarlar1 spektrofotometre ile
Olciildii ve ‘RNA (png/mL) = 40 x A260 x DF (Diliisyon Faktorii)’ formiiliine gore
hesaplandi.

3.6.2. cDNA Eldesi

Bu reaksiyon icin Applied Systems (Appliedbiosystems — Cat:4368814) Kiti
kullanildi. 4 adet 0,2’lik per tiipii ayr1 ayr1 reaksiyonlar icin etiketlendi. Tablo 3.2°de
gosterildigi gibi; her tlpe RT tamponundan 2ul, ANTP karigimindan 0,8ul, RT Random
Primerlerden 2ul, Ters Transkriptaz enziminden 1ul, RNase Inhibitdriinden 0,5ul ve
3,7ul Niikleaz icermeyen Su koyularak her tiipiin toplam hacmi 10ul oldu. Ardindan
spektrofotometre ile miktar 6lglimii gergeklestirilen her bir RNA’dan 500pg/pl olacak
sekilde kendi tiiplerine koyuldu. Tiplerdeki son reaksiyon hacmi 20ul oldu.
Komplementer DNA (cDNA) eldesi i¢in reaksiyon; 25°C’de 10dk, 37°C’de 120dk ve
85°C’de 5dk olacak sekilde thermal cycler cihazinda gergeklestirildi.

Tablo 3.2. cDNA Reaksiyonu I¢cin Gerekli MasterMiks Icerigi

2X MasterMiks Reaksiyon Hacmi (ul)
10X RT Tamponu 2.0
25X dNTP Mix (100Mm) 0.8
10X RT Random Primerler 2.0
Ters Transkriptaz 1.0
RNaz Inhibitérii 0.5
Steril H20 3.7
Son Hacim 10.0

3.6.3. Primer Tasarim

Proje kapsaminda ele aldigimiz Rantes ve [B-Aktin genlerinin ekspresyonlarini
belirlemeye yonelik (her bir genin tiim bolgeleri primer dizisi tasarlamaya dahil edildi)
Forward ve Reverse yonlu primerleri, Integrated DNA Technologies (IDT) ve NCBI

primer designing tool programlari kullanilarak tasarlanmistir.
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Tablo 3.3. Rantes (CCL5) ve B-Aktin (ACTB) Primer Dizileri.

Genler Primerler Tm(°C)
Rantes fleri Primer: 5' CTTTGCCTACATTGCCCGCC 3' 62°C
(CCLS) Geri Primer: 3 TGCTGTCCCTCTCTCTTTGGC 5'

B-Aktin [leri Primer: 5> CACCATTGGCAATGAGCGGTTC 3’ 62°C
(ACTB) Geri Primer: 3° AGGTCTTTGCGGATGTCCACGT 5°

3.6.4. qRT-PCR ve Analizi

Reaksiyon Hi-ROX Kiti (AMPIGENE—Cat:ENZ-NUC104-1000) protokoliine
gore kuruldu. Bunun igin; 0,2°1lik pcr kabi kullanildi. Ayr1 ayr1 ependorf tiiplerde hergen
igin bir karisim hazirlandi. Bir gen igin; 40ul HIROX karisimindan, 8ul’ser ileri ve geri
primerlerden ve 16ul steril su koyuldu. Her genin kendi karisimi, ilgili kuyulara 9ul
olacak sekilde dagitildi ve iizerlerine 1pul kendi cDNA’larindan eklendi. Bir kuyunun
toplam hacmi 10ul olacak sekilde hazirlanan reaksiyon tablo 3.3.’de gdsterildigi gibi;
40 dongl olmak tzere 95°C’de 5sn, 60°C’de 20sn protokoliine gore Quant Studio3
cihazinda Quant Studio Design yazilimi ile amplifikasyon gergeklestirildi ve

karsilagtirmali CT degerleri ile analiz edildi.

Tablo 3.4. gRT-PCR Protokolli

Denaturasyon 95°C’de 2 dk
Amplifikasyon (40X) 95°C’de 5 sn
60°C’de 20 sn

Melt Curve 95°C’de 15 sn
60°C’de 1 dk

95°C’de 1 sn

3.6.5. Agaroz Jel Elektroforezi ve Goruntlileme Sistemi

gRT-PCR yontemi kullanilarak amplifiye edilen ornekler %2’lik agaroz jel
elektroforezinde analiz edildi. Bunun icin; 2 gram agaroz (Sigma-A9539) tartilarak
Uzerine 100 mL 1X TBE (Tris-Sigma T1503/Borat-Merck 1.00165.1000/EDTA-VWR
6381-92-6) eklendi ve mikrodalga firm yardimiyla kaynatilarak iyice ¢ozdiiriildii. 50-
550C’ye gelene kadar sogumasi beklendi. Ardindan ¢ozeltiye ¢eker ocakta 4ul etidyum
bromur (BIOMATIK-A2510) ilave edildi. Elektroforez kiivetine taraklar yerlestirilerek
stv1 haldeki agaroz jel ¢ozeltisi elektroforez kiivetine kabarcik olusmayacak sekilde

yavasca dokiildi. Oda sicakliginda 25-30 dk polimerize olmasi i¢in beklendi. Jel
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polimerize olduktan sonra taraklar jelden dikkatlice ¢ekildi ve agaroz jel, icerisinde 1X
TBE bulunan agaroz jel elektroforez tankina yerlestirildi (BioRad). gRT-PCR Urinleri
kuyucuklara 50bg¢’lik marker yiikleme tamponu kullanilarak mikropipet vasitasiyla
yiiklendi. Elektroforez tankina bagli gii¢ kaynagi ile 100 voltta 30 dk ydratulda. Sdre
sonunda jel Chemidoc goriintiileme sistemine yerlestirilerek 6rnekler analiz edildi. Yine

Chemidoc goriintiileme sistemi kullanilarak dijital olarak fotograflar alindi.

3.7. Istatistiksel Analiz
Elde edilen veriler, Microsoft Excell ve GraphPad Prism 8 programlari
kullanilarak analiz edildi. Sonug¢lar normalize edilerek ve + standart hata degerleri

gosterilerek istatistiksel anlamlilik diizeyleri belirlendi ve grafikleri ¢izildi.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Arastirma Sonuclar

Giinlimiizde PAK4’in kanser gelisiminde rol oynayan onemli bir onkogen
oldugu kanitlanmistir. Ayn1 zamanda PDGF-BB biyume faktoriinin normoksik
kosullarda HIF-1a {izerine stabilize edici etkisi oldugu da bilinmektedir. Simdiye kadar,
literatirde PDGFRp yolaginin PAK4 ile iliskisini gosteren bir ¢caligmaya rastlanmadi.
Ayrica, HIFla ile PAK4 arasindaki etkilesimi gosteren herhangi bir rapora da
rastlanmadi. PAK4’e ait substrat baglanma motifleri incelendiginde teorik olarak
HIFlo’ya fiziksel olarak baglanabilecegi ongorlldi. Oncelikle, PAK4’iin PDGFRp
sinyal yolagi ile aktive olup olmadigini dogrulamak i¢in PDGF-BB uyarimina bagh
olarak PDGFRp aktivasyon zamani ve bu siiregte PAK4 fosforilasyon diizeyleri
belirlendi. PDGFRB’nin PAK4’ii direkt aktive edip edemedigini belirlemek igin
immiinpresipitasyon deneyi gergeklestirildi ve reseptoriin direkt PAK4’e baglanabildigi
ve aktive edebildigi gosterildi. Ayni zamanada aktive olan PAK4’iin HIFla’ya da
baglanabildigi ve PAK4 fosforilasyonuna paralel olarak hiicre iginde HIF 1o miktarmin
arttig1 belirlendi. Dolayisiyla literatiirde daha 6nce rapor edilmeyen PDGFRB-PAK4-
HIFlo aksisinde gergeklesen sinyal yolagi ile, MDA-MB-231 meme kanseri
hicrelerinde kanser progresyonunun desteklenebildigi ve PAK4 inhibisyonuna bagl

olarak bu siirecin geriledigi in vitro ortamda gosterildi.

4.1.1. Cesitli Kanser Hiicre Hatlarinda Endojen PAK4 ifadesinin Belirlenmesi

Tez calismamizda, ilk olarak laboratuvarimizda mevcut olan hiicre hatlarinda
Western blot yontemi kullanilarak endojen PAK4 proteininin ifade dizeyleri incelendi.
En yiksek PAK4 protein ifadesi metastatik MDA-MB-231 meme kanseri hiicrelerinde
saptandi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Cesitli insan Hiicre Hatlarinda endojen PAK4 Protein Diizeylerinin Gosterilmesi.

CRL4010 (saglikli meme hiicre hatt1), MCF7 (metastatik olmayan meme kanseri
hiicre hatt1)), MDA-MB-231 (metastatik meme kanseri hiicre hatti), HelLa (servikal
karsinoma hiicre hatt1), U87MG (glioma hiicre hattr), HT29 (kolon adenokarsinoma
hicre hattr), 293T (bdbrek hiicre hatt1), ve A549 (akciger kanseri hiicre hatti).

4.12. PDGF-BB Faktori ve PF3758309 Ajanmin MDA-MB-231 Hiucre
Morfolojisine Etkisi

Hucrelere, literatire gore belirlenen (20ng/mL) konsantrasyonda PDGF-BB
faktori ve 1uM konsantrasyonda PF3758309 (PF) ajani uygulanip 48 saat sire ile
inkiibe edilmesinin ardinda hiicrelerin morfolojilerindeki degisiklikler mikroskobik
olarak takip edildi. PDGF-BB uygulanan hiicrelerde daha belirgin hiicre uzantilar1 ve
mezenkimal morfoloji gozlenirken, PF inhibitor ajani uygulanan hiicrelerde epitelloid-
benzer bir yap1 g0zlemlendi. PDGF-BB+PF ile muamele edilen hiicrelerde ise net

podozom olusumu gozlenmezken epitelloid morfolojinin korundugu saptandi.
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Sekil 4.2. PDGF-BB ile Uyarilan ve PF3758309 ile Muamele Edilen MDA-MB-231 Hucrelerinin 48.
Saat Sonunda Olusan Morfolojilerinin Mikroskop Goruntuleri.

Kontrol (sadece serumsuz besiyerinde bulunan MDA-MB-231 hcreleri),
PDGF-BB (trombosit tlrevi blyltme faktori BB ile uyarilan MDA-MB-231 hiicreleri),
PF (PF3758309 PAK4 inhibitoru ile muamele edilen MDA-MB-231 hicreleri), PDGF-
BB+PF (PDGF-BB faktorii ve PF3758309 ajani ile muamele edilen MDA-MB-231
hicreleri).

413. PDGF-BB ve PF3758309 Muamelesinin MDA-MB-231 Hucre
Proliferasyonuna Etkisi

Bu ¢alismamizda 20ng/mL PDGF-BB faktorl ve 1uM PF3758309 (PF) ajan ile
muamele edilen MDA-MB-231 hucrelerinin proliferasyon oranlar1 in vitro sartlarda
MTT deneyi ile belirlendi. Bunun icin, kontrol, PDGF-BB, PF ve PDGF-BB+PF
uyguladigimiz hiicre popiilasyonlarinin 48 saatlik proliferasyon hizlar1 belirlendi (Sekil
4.3.). PDGF-BB ile uyarim gergeklestirdigimiz hiicrelerde kontrole kiyasla
proliferasyon kabiliyetinin 1,6-kat anlamli olarak arttigi belirlendi. Bunun aksine PF
uygulanarak PAK4 aktivasyonun inhibe edildigi hiicrelerde, proliferasyon miktari
kontrole kiyasla ¢ok fazla degismemis oldugu goruldu. Her iki ajanin uygulandigi

hiicrelerde ise kontroliin lizerinde beklenen bir proliferasyon hizi olmadig: saptandi.
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Sekil 4.3. PDGF-BB ile Uyarilan ve PF3758309 ile Muamele Edilen MDA-MB-231 Hiuicrelerinin 48.
Saatlik Proliferasyon Oranlari.

4.1.4. MDA-MB-231 Hiucrelerinde PDGF-BB Uyarimina Bagh Olarak PDGFR},
PAK4 ve AKT Aktivasyon Seviyeleri ile HIF1a Protein Miktarinin Belirlenmesi
MDA-MB-231 hucrelerine 20 ng/mL insan trombosit turevi blyime faktori-BB
(PDGF-BB) ile 0, 1, 5, 15, 30, 45, 60, 120 dakika stre boyunca stimiile edilerek PDGF-
BB muamelesi gerceklestirildi. Deney sonucunda gére, PDGF-BB stimulasyondan 15.
dakika sonra PDGFRp fosforilasyonunun en yiiksek diizeye ulastigi belirlendi (11,2-
kat). Bunun devaminda, hiicrelerde PAK4 fosforilasyon diizeyi ise 30. dakikada 2,3-kat
artarak maksimum diizeye ulastig1 belirlendi. Ayn1 zamanda, AKT fosforilasyon diizeyi
de 30. dakikada kontrole kiyasla en fazla olarak 3,8-kat artmis oldugu saptandi. Ayrica,
HIFla protein seviyesi de PDGF-BB uyariminin 30. dakikasinda 2,43-kat arttigi,
sonrasinda ise azaldigi belirlendi. Bulgularimiz neticesinde, MDA-MB-231
hicrelerinde PDGF-BB muamelesi ile birlikte beklendigi gibi PDGFRp reseptor
aktivasyonunun saglandigi belirlendi. PDGFRp aktivasyonuna bagli olarak AKT ve
PAK4 aktivasyonlar:t meydana gelmistir. Ayrica PDGF-BB uyariminin 5. dakikasindan
itibaren p-PDGFRP ve p-PAK4 seviyelerinin arttigi, buna paralel olarak da HIFla
protein seviyesinin kontrole kiyasla artmaya basladigi ve 30. dakikada maksimum
seviyeye ulastigi belirlendi (Sekil 4.4). Bu bulgular 1s18inda, PDGF-BB-aracili
PDGFRP aktivasyonu neticesinde PAK4 aktivasyonunun ve ayrica HIFla

stabilizasyonunun saglanabildigi soylenebilir.
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Sekil 4.4. MDA-MB-231 Hucrelerinde PDGF-BB Uyarimina Bagli Olarak PDGFRp, PAK4 ve AKT
Fosforilasyon Durumlarmin ve HIF 1o ifadesinin Zamana Bagl Degisimi.
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4.15. PAK4-PDGFRp ve PAK4-HIFlo Arasindaki Fiziksel Interaksiyonun
Immiinpresipitasyon Deneyi ile Gosterilmesi

PDGF-BB aracili PAK4 ve HIF1a protein aktivasyon kinetigine gore PAK4’iin
HIFla ile en iyi baglanabileceg§i zamanin optimizasyon caligsmasi sonucunda 30.
dakikanin en uygun siire oldugu tespit edildi. Buna gore, immunopresipitasyon (IP)
deneyi planlandi. Hucrelerin muamelesi sonucunda gerekli hiicre lizatlar1 elde edildi.
Sekil 4.5.’de anti-PAK4 monoklonal antikor ile presipitasyon sonucunda Western blot
ile PAK4, HIFla ve PDGFRP protein diizeyleri gosterildi. ilk olarak PAK4-PAK4
baglanmasmin kontrol 0Ornegine kiyasla PDGF-BB muamelesi yapilan ornekte
baglanma anlamli derecede artmustir. Bunun aksine PF ile PAK4 inhibisyonu
gecgeklestirilen  Orneklerdeki PAK4-PAK4  baglanma orani  beklenen sekilde
zayiflamistir. Yine ayni sekil tizerinde ikinci olarak PAK4-HIFla baglanma derecesi
gosterildi. Burada kontrolde gozlenen baglanmanin PDGF-BB muamelesiyle daha da
arttig1 saptandi. PF ile PAK4 inhibisyonu gergeklestirilen Ornekdeki PAK4-HIFla
baglanma orani anlamli sekilde diismiis olup hem PDGF-BB hem PF muamelesi yapilan
orneklerdeki PAK4-HIFla baglanmasi ise PDGF-BB varligi dolayisiyla sadece PF
uygulanan oOrnege goére artis gOstermistir. Ayrica, hiicrelerimizde PAK4-PDGFRf
interaksiyonu da gosterildi. Burada PDGF-BB uygulanan 6rnekte kontrole kiyasla glcli
bir PAK4-PDGFRf baglanmasinin oldugu belirlendi. PAK4 inhibisyonu saglanan
Ornekte ise kontrole yakin diizeyde baglanma gerceklestirildigini, her iki ajanin
uygulandig1 6rnekte ise PDGF-BB kaynakli hafif bir interaksiyon artis1 oldugu saptanda.

IP: PAK4 / WB: PAK4 IP: PAK4 / WB: HIF-1a IP: PAK4 / WB: PDGFR

Kontrol PDGF-BB PF PDGF-BB+PF Kontrol PDGF-BB PF PDGF-BB+PF Kontrol PDGF-BB PF PDGF-BB+PF

-.o N SR >PAKa --“—‘)H'““ _ . “ 8 & -PDGRR

Sekil 4.5. Immiinpresipitasyon Deneyi ile PAK4’iin HIFla ve PDGFRp’ya Fiziksel Olarak
Baglanmasinin Gosterilmesi.
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4.1.6. HIF10-PDGFRp ve HIFlo-PAK4 Arasindaki Fiziksel Interaksiyonun
Immiinpresipitasyon Deneyi ile Gosterilmesi

PAK4-HIFla interaksiyonunu dogrulamak i¢in anti-HIFla antikorlar: ile
immunpresipitasyon deneyi sonucunda HIFla-PAK4 interaksiyonu gosterildi. Bu
deneyde, kontrol, PDGF-BB, PF ve PDGF-BB+PF ile muamele edilen hicrelerin
lizatlar1 kullanildi.  Sekil 4.6.°da  goriildigi tizere; anti-HIFlo antikoru ile
immiinpresipitasyion ¢aligmasi sonrasinda Western blot ile HIF1a, PAK4 ve PDGFRp
seviyeleri incelendi. Tlk olarak HIF1a-HIF1a fiziki baglanmasmin kontrol 6rnegine gore
PDGF-BB muamelesi yapilan 6rnekte baglanma anlamli sekilde artmistir. Bunun aksine
PF ile PAK4 inhibisyonu geceklestirilen 6rneklerdeki HIF1a-HIFla baglanma orami
zayiflamis olup her iki ajanin birlikte muamelesi yapilan hiicrelerde PDGF-BB kaynakl
oldugu 6ngoriilen bir artis s6z konusudur. Yine ayni sekil Uizerinde ikinci olarak HIF1a-
PAK4 baglanmasi gosterilmistir. Burada PDGF-BB muamelesiyle kontrolde gézlenen
baglanmaya paralel olarak bir artis oldugu gosterilmistir. PF ile PAK4 inhibisyonu
gerceklestirilen ornekdeki HIF1a-PAK4 fiziki baglanma orani anlamli sekilde diismiis
olup hem PDGF-BB hem PF muamelesi yapilan 6rnekdeki HIF1a-PAK4 baglanmasi
ise PDGF-BB varligi dolayisiyla sadece PF uygulanan Ornegin baglanma oranina
kiyasla hafif bir artis oldugunu gosterdik. Aymi sekil iizerinde iiglincii olarak HIF1a-
PDGFRp baglanmasi gosterilmistir. Burada PDGF-BB uygulanan Ornekte kontrolle
hemen hemen ayni oranda bir PDGFRp baglanmasinin oldugunu géstermis olup PF
uygulanan ve her iki ajanin uygulandig1 6rneklerde ise fiziki baglanmanm kismi sekilde
azaldig1 saptandi.

IP: HIF-1a / WB: HIF-1a IP: HIF-1a / WB: PAK4 IP: HIF-1a / WB: PDGFR

Kontrol PDGF-BB PF PDGF-BB+PF Kontrol PDGF-BB PF PDGF-BB+PF Kontrol PDGF-BB PF PDGF-BB+PF

S e - SHIF-1a - L e B paka - - - B eocrR

Sekil 4.6. Immiinpresipitasyon Deneyi ile HIF-la’nin PAK4 ve PDGFRPB’ya Fiziksel Olarak
Baglanmasinin Gosterilmesi.
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4.1.7. MDA-MB-231 Hucrelerinin PDGF-BB ve PF3758309 ile Muamelesinin
PAK4 Fosforilasyonu Uzerindeki EtKisi

PDGF-BB muamelesinin hicrelerimizde PDGFRf aktivasyonunu sagladigi
gosterildi. Bu ¢alismada, reseptor aktivasyonuna bagl olarak 48 saat boyunca muamele
edilen htcrelerde, fosfo-PAK4 (p-PAK4) seviyesi ve ayni zamanda PAK4 inhibitori
olan PF ajani varliginda bu seviyenin degisimi incelendi. Sekil 4.7.de, PDGF-BB ile
muamele edilen hiicrelerde endojen PAK4 ifadesi kontrole kiyasla anlamli olarak
degismemis fakat p-PAK4 ifadesi 3,63-kat artmis oldugu saptandi Kontrol, PF ve
PDGF-BB+PF orneklerinde ise yalnizca PDGF-BB uygulanan 6rnege nispeten diisiik

diizeyde protein ifadesi saptanda.

Kontrol PDGF-BB PF PDGF-BB+PF
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Kontrol PDGF-BB PF PDGF-BB+PF

p-PAK4 / PAK4

Sekil 4.7. PDGF-BB ile Uyarilan ve PF3758309 ile Muamele Edilen MDA-MB-231 Hiicrelerinde PAK4
ve p-PAK4 ifade Diizeylerinin Western blot ile Gosterilmesi.
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4.1.8. MDA-MB-231 Hiicrelerinde PAK4’iin PDGFRp-aracih Aktivasyonu ve
PF3758309-aracih Inhibisyonunun P21 Fosforilasyon Diizeyine Etkisi

PAK4, P21 ile beraber aktive oldugundan dolay1 P21 fosforilasyon diizeylerinin
belirlenmesi fonksiyonel agidan 6nemlidir. Bunun igin; 48 saat boyunca PDGF-BB, PF
ve PDGF-BB+PF ile muamele edilmis hiicrelerden hazirlanan lizatlar kullanilarak
Western blot yontemi ile P21 ve p-P21 protein ifadeleri incelendi. Sekil 4.8.de P21
protein ifade dizeyleri tim Orneklerde benzer diizeyde iken P21’in fosforilasyon
diizeylerinin PDGF-BB muamelesine bagli olarak arttigi ve PF inhibitorii varliginda
azaldigi saptanmustir. PF ile PAK4 inhibisyonu gergeklestirdigimiz 6rneklerde
fosforilasyon diizeylerinde kontrole kiyasla 5-kat, her iki ajaninda eklendigi 6rneklerde

ise 14-kat azaldig1 belirlenmistir.

Kontrol PDGF-BB PDGF-BB+PF
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Kontrol PDGF-BB PDGF-BB+PF
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Sekil 4.8. PDGF-BB ile Uyarilan ve PF3758309 ile Muamele Edilen MDA-MB-231 Hiuicrelerinde p21 ve
p-p21 ifade Diizeylerinin Western blot ile Gosterilmesi.
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4.1.9. MDA-MB-231 Hucrelerinde PAK4’iin PDGFRp-aracih Aktivasyonu ve
PF3758309-aracih Inhibisyonunun HIF-1a Protein Diizeyine Etkisi

Calismamizda hedef protein HIFlo’nin normoksik kosullardaki ifade dizeyi
incelendi. Bu amagla, 48 saat boyunca PDGF-BB, PF ve PDGF-BB+PF ile muamele
edilen hucrelerin Western blot ile HIFla protein seviyesi belirlendi. Sekil 4.9.’da
kontrol 6rnegine kiyasla PDGF-BB uygulanan orneklerdeki protein ifade duzeyleri
3,56-kat artmis oldugu belirlendi.

Kontrol PDGF-BB PF PDGF-BB+PF

: . el
HIF-1a - ! - - -

T o R W S—

400

300

200

HIF-1a / B-Aktin

100 -

Kontrol PDGF-BB PF PDGF-BB+PF

Sekil 4.9. PDGF-BB ile Uyarilan ve PF3758309 ile Muamele Edilen MDA-MB-231 Hiicrelerinde HIF 1o
Ifade Diizeylerinin Western blot ile Gosterilmesi.

4.1.10. MDA-MB-231 hucrelerinde PAK4’iin PDGFRp-aracih Aktivasyonu ve
PF3758309-aracih inhibisyonunun IL-6, IL-8 ve TGF-B Uretim Diizeyleri
Uzerindeki Etkisi

Calisgmamizda PAK4 aktivasyonunun IL-6, IL-8 ve TGF-f gibi immiinolojik
belirteclerin olasi tiretim duzeylerinin degisimi incelendi. Bunun igin, 48 saat boyunca
PDGF-BB, PF ve PDGF-BB+PF ile hucreler muamele edildi. Sekil 4.10.”’da gosterildigi
Uzere PDGF-BB uyarimi hucrelerimizde 1L-6 iiretimini anlamli diizeyde artirmadi.

Ancak, PF uygulanan hiicrelerde kontrole kiyasla 5-kat anlamli bir sekilde azalma
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saptandi. Dolayisiyla, MDA-MB-231 hicrelerinde PAK4 inhibisyonunun énemli bir

pro-inflamatuar sitokin olan IL-6nin tiretimini baskiladig1 sonucuna varilabilir.

Kontrol PDGF-BB PF PDGF-BB+PF
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Kontrol PDGF-BB PF PDGF-BB+PF

IL-6 / B-Aktin

Sekil 4.10. PDGF-BB ile Uyarilan ve PF3758309 ile Muamele Edilen MDA-MB-231 Hiicrelerinde 1L-6
Ifade Diizeylerinin Western blot ile Gosterilmesi.

Sekil 4.11°da muamele edilen hiicrelerin IL-8 ifade diizeyi gosterilmistir. Sonuglarimiza
gore, PDGF-BB uygulamasmin IL-8 Uretimini kontrole gore 3-kat baskiladig1 saptandi.
PF ajami ile PAK4 enzimi inhibe edilen hicrelerde ise IL-8 seviyesinin kontrol
seviyesine benzer bir diizeyde oldugu ve PDGF-BB+PF ile muamele edilen hiicrerlerde
IL-8 ifadesini baskilayan PDGF-BB etkisinin azaldig saptandi.
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Kontrol PDGF-BB PF PDGF-BB+PF
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Kontrol PDGF-BB PDGF-BB+PF
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Sekil 4.11. PDGF-BB ile Uyarilan ve PF3758309 ile Muamele Edilen MDA-MB-231 Hiicrelerinde 1L-8
Ifade Diizeylerinin Western blot ile Gosterilmesi.

Sekil 4.12.’de s6z konusu hucrelerimizin TGF-B protein ifade dizeyi
gosterilmistir. Sonuglarimiza gére, PF inhibitor ajaninin varhigmda hicrelerin TGF-3
Uretimi yaklagik 2-kat artti. Buna bagh olarak PAK4 inhibisyonunun MDA-MB-231

agresif meme kanseri hiicrelerinde TGF-p tiretimini destekledigi s6ylenilebilir.

Kontrol PDGF-BB PF PDGF-BB+PF
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Sekil 4.12. PDGF-BB ile Uyarilan ve PF3758309 ile Muamele Edilen MDA-MB-231 Hucrelerinde TGF-
B Ifade Diizeylerinin Western blot ile Gosterilmesi.
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4.1.11. MDA-MB-231 hiicrelerinde PAK4’iin PDGFRp-aracih Aktivasyonu ve
PF3758309-aracih Inhibisyonunun Apoptotik Belirtecler Olan Kaspaz3, Bax ve
p53 Uzerindeki Etkileri

Calismamizda PAK4 aktivasyonu ve inhibisyonuna bagli olarak hiicrelerde pro-
apoptotik dzellikleri olan aktif Kaspaz3, Bax ve p53 ifadelerindeki degisimler incelendi.
PF ajan1 ile PAK4 inhibisyonu gergeklestirildiginde aktif Kaspaz3 seviyesinin yaklasik
1,3-kat arttig1 belirlendi. Benzer sekilde Bax ifadesi de bu hucrelerde 1,56-kat artti. p53
ifade diizeyi ise anlaml bir sekilde degismedi. PDGF-BB uyarimi, PAK4 inhibisyonu
varliginda bile hucrelerdeki apoptotik siireci baskilayabildigi saptandi (Sekil 4.13). Bu
sonuglara gore, PAK4 inhibisyonunun apoptoza karsi diren¢li oldugu bilinen MDA-
MB-231 hicrelerinde apoptotik siireci p53-bagimsiz bir sekilde tetikleyebilecegi

soylenebilir.

Kontrol PDGF-BB PF PDGF-BB+PF
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Sekil 4.13. PDGF-BB ile Uyarilan ve PF3758309 ile Muamele Edilen MDA-MB-231 Hiucrelerinde
Kaspaz3, Bax, p53 ifade Diizeylerinin Western blot ile Gosterilmesi.
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4.1.12. MDA-MB-231 hiicrelerinde PAK4’iin PDGFRp-aracih Aktivasyonu ve
PF3758309-aracih Inhibisyonunun EMT Belirtegleri Uzerindeki Etkisi
Calismamizda MDA-MB-231 hicrelerinde PAK4 aktivasyon ve inhibisyon
durumlarinin  kanser metastazin1 tetikleyen epitelyal-mezenkimal gegis (EMT)
mekanizmasina etkileri incelendi. EMT surecinde epitelyal belirte¢ olan E-Kaderin
baskilanirken, mezenkimal belirtegler olan N-Kaderin ve Vimentin ifadeleri
artmaktadir. Buna gore, PDGF-BB stimulasyonu MDA-MB-231 hucrelerinde E-
Kaderin ifadesini 2,2-kat, Vimentin ifadesini 2,43-kat, N-Kaderin ifadesini 1,81-kat
artirdi. PF-aracili PAK4 inhibisyonu da E-Kaderin ifadesini 2,91-kat artirirken,
Vimentin seviyesini 2-kat azaltmig, N-Kaderin seviyesi ilizerinde ise anlamli bir
degisiklige neden olmamisti. PDGF-BB uyarimmna ragmen PAK4 inhibisyonu
hiicrelerde E-Kaderin diizeyini 2,96-kat artirdigini, ayrica N-Kaderin diizeyini yaklagik
2,5-kat ve Vimentin diizeyini yaklasik 4-kat baskiladigi belirlendi (Sekil 4.14). Bu
sonucglara gore, PDGFRB yolagmin aktivasyonu varliginda dahi PAK4 fonksiyonu
inhibe edildiginde, kanser hiicrelerinde EMT surecinin durdurabilecegi ve hiicrelerin

metastatik kabiliyetlerinin azaltilabilecegi ifade edilebilir.
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Sekil 4.14. PDGF-BB ile Uyarilan ve PF3758309 ile Muamele Edilen MDA-MB-231 Hicrelerinde
Vimentin, N-Kaderin ve E-Kaderin ifade Diizeylerinin Western blot ile Gésterilmesi.
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4.1.13. MDA-MB-231 hiicrelerinde PAK4’iin PDGFRp-aracih Aktivasyonu ve
PF3758309-aracih Inhibisyonunun Hiicre Migrasyon Kabiliyeti Uzerindeki Etkisi
PAK4 aktivasyon ve inhibisyon durumuna gore MDA-MB-231 hiicrelerinin go¢
etme Kkabiliyetleri yara iyilesmesi (wound healing) deneyi ile belirlendi. Bu deneyde,
yaklasik %90 konfluent hiicrelerin bulundugu ortamda orta hattan gizerek bir yara alani
olusturuldu. Daha sonra hiicreler, %1 1XDPBS (kontrol), 20ng/mL PDGF-BB, 1uM
PF3758309 ve PDGF-BB+PF3758309 iceren %1 FBS’li ortamda 48 saat boyunca
kiltire edildi. Yara alaninin kapanmasi mikroskobik olarak takip edilerek 24 ve 48.
saatteki kulturlerin fotograflar1 alindi. Sonuglarimiza gore %1 1XDPBS ile muamele
edilen kontrol hucreleri 24. saatte %22, 48. saatte ise %33,6 oraninda kapanma
gosterirken PDGF-BB uyarimi gergeklestirdigimiz MDA-MB-231 hiicreleri 24. saatte
%29, 48. saatte ise %47 oraninda yara alanini kapatti. PF muamelesi yapilan kiiltiirlerde
yara alanmin anlamli bir sekilde kapanmadigi saptandi (Sekil 4.15). Bu sonuclar,
PDGF-BB uyarimmin MDA-MB-231 hicrelerinin in vitro hiicre goci kabiliyetlerini
destekledigini gostermektedir. Ilave olarak, PAK4 inhibisyonu saglandiginda ise

hiicrelerin go¢ etme kabiliyetleri baskilanmaktadir.

Kontrol PDGF-BB PF PDGF-BB+P

Sekil 4.15. PDGF-BB ile Uyarilan ve PF3758309 ile Muamele Edilen MDA-MB-231 Hiuicrelerinin
Migrasyon Gorintleri.
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Sekil 4.16. PDGF-BB ile Uyarilan ve PF3758309 ile Muamele Edilen MDA-MB-231 Hiicrelerinin
Migrasyon Oranlarinin Gosterilmesi.

4.1.14. MDA-MB-231 hiicrelerinde PAK4’iin PDGFRp-aracih Aktivasyonu ve
PF3758309-aracih Inhibisyonunun Rantes (CCL5) mRNA Ifadesi Uzerindeki
Etkisi

PDGF-BB, PF3758309 (PF) ve PDGF-BB+PF ile 48 saat boyunca muamele
edilen hiicrelere ait RNA ornekleri kullanilarak ¢cDNA eldesi gerceklestirildi. Kontrol
olarak hucreleri %1 1XDPBS iceren besi yerinde kiltlre edildi. Elde edilen cDNA
ornekleri kullanilarak HIF1o hedefi olarak 6ngérdiigiimiiz Rantes (CCLS5) geninin ifade
dizei gRT-PCR yontemi ile belirlendi. Tasarladigimiz primerler ile reaksiyon sonunda
QuantStudio3 cihazinda Rantes ve beta-Aktin mMRNA dizeylerine ait amplifikasyon
egrileri elde edildi (Sekil 4.16).

Amplification Plot

0.1

ARn

0.001

0.0001

M ACTB [ Rantes

Sekil 4.17. PDGF-BB ile Uyarilan ve PF3758309 ile Muamele Edilen MDA-MB-231 Hiicrelerinin
Rantes ve beta-Aktin (ACTB) mRNA Dizilerine Ait Amplifikasyon Egrileri.
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Bu veriler ile her 6rnege ait 2AACt degerleri hesaplanarak goreceli gen ifade
degisimleri belirlendi. Sonuglarimiza gore, PDGF-BB ile stimile edilen hiicrelerde
Rantes (CCL5) ifadesi 1,17 kat artti. PF ajan1 ile PAK4 inhibisyonu saglandiginda ise
Rantes gen ifadesi mRNA diizeyinde yaklasik 4-kat baskiland1 (Sekil 4.17, 4.18).

12

0,8

0,6

Rantes (CCL5)

0,4

0,2

PDGF-BB+PF

PF

Sekil 4.18. PDGF-BB ile Uyarilan ve PF3758309 ile Muamele Edilen MDA-MB-231 Hucrelerine Ait
Rantes (CCL5) mRNA Ifade Duzeylerinin Goreceli Kat Degisimleri.

Kentrol PDGF-BB

Kontrol PDGF-BB PF PDGF-BB+PF

Rantes (CCL5)

B-Aktin

Sekil 4.19. PDGF-BB ile Uyarilan ve PF3758309 ile Muamele Edilen MDA-MB-231 Hucrelerine Ait
Rantes ve beta-Aktin (ACTB) cDNA Amplifikasyon Dizeyleri (%2 Agaroz Jel).

Rantes, literatirde inflamatuar ve immdanregulator etkileri olan énemli bir kemokindir.
Bu baglamda elde ettigimiz bulgulara gore, PAK4 inhibisyonunun meme timori

mikrocevresinde immiinregiilator etkileri olabilecegini 6ne siirmekteyiz.
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4.2. Tartisma

Kanser, dinyada meydana gelen insan élimlerinin ikinci 6nde gelen nedenidir
(Bray ve ark., 2018). 2020 kanser istatistiklerine gore, diinyada 1 yil icinde 19,3 milyon
yeni kanser vakasi goriilmektedir ve kansere bagli 10 milyon civarinda 6lim
gerceklesmektedir. Tirkiye‘de ise yilda 233 bin 834 kisi yeni kanser tanisi alirken,
126.335 kisi kanserden Olmektedir (Cancer, 2020). Meme kanseri ise T.C. Saghk
Bakanlig1 verilerine gore kadinlarin %23.9’luk kisminda teshis edilerek ilk sirada yerini
almaktadir (Tiirkiye Kanser Istatistikleri, 2020). Kadinlarda en sik teshis edilen kanser
tiirli olan meme kanseri, erken evrelerinde tespit edildiginde tedavi edilebilmektedir
fakat diger organlara metastaz yapmasi durumunda bu kanserler artik malign (koti
huylu) olarak kabul edilir. Metastatik kanserler de daha ¢ok 6liimle sonu¢landigindan
dolay1 tedavi agisindan giiniimiizde bir ¢ok arastirmact bu konu {izerine yogunlagmistir
(Albogami, 2022).

p21 ile aktive olan kinazlar (PAK'lar) serin/treonin kinaz siifina ait enzimlerdir.
Cok sayida literatiir caligmasi, PAK'larin ¢esitli dokularda eksprese edildigini ve PAK

aracilt sinyallesmedeki anormalliklerin hiicresel homeostazi bozdugunu kanitlamigtir.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/homeostasis
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Bu bozukluklar neticesinde norolojik sikintilar, kalp rahatsizligi ve kanser gibi insan
hastaliklar1 meydana gelmektedir. PAK ailesinin ikinci grubunda yer alan PAK4, ¢esitli
insan kanser hiicre dizilerinde asir1 eksprese edilir. Literatlirde insan meme epitel
hicreleri ile karsilastirildiginda meme kanseri hiicre hatlarinda PAK4 asir1
ekspresyonunun oldugu kanitlanmistir (Costa ve ark., 2019). Ylksek PAK4 sinyali,
kanserin neredeyse tum 6zellikleriyle 6nemli 6l¢iide baglantilidir. Yapilan arastirmalar
PAK4’{in hiicre biiylimesi, proliferasyonu, EMT, metastaz, apoptotik hiicre ¢liimiiniin
baskilanmasi gibi onkojenik siire¢te meydana gelen olaylarda 6nemli bir rol oynadigmni
kanitlamistir (Costa ve Stromblad, 2021).

PAK4 bir takim biiyiime faktorleri ile aktive edilebilirken ¢esitli inhibitorler ile
de ifadesi baskilanabilir. Literatiirde PDGF’in PAK'" aktive ettigi kanitlanmigtir (Li ve
ark., 2000). Hucre proliferasyonu, farklilagsmasi, invazyonu ve tumaor hiicresi metastazi
gibi migrasyonla iligkili siireglerin kontroliinde Kilit roller oynayan PDGF, spesifik
reseptoriine baglandiginda reseptériin  dimerizasyonunu ve onun tirozin Kkinaz
aktivitesini indlkler. Aktive olan PDGF reseptori (PDGFR) dolayli olarak PAK4’i
aktive etmektedir. Meme kanseri hiicre hatlarinda yapilan baska bir ¢alismada ise PAK4
ifadesinin baskilanmasi hiicre proliferasyonunu ve gogiinii azaltmistir (Naija ve ark.,
2021). Ayrica, yakin tarihli bir ¢alismada, Chandrashekar ve ark. invaziv mesane
karsinomunda da PAK4 ifadesinin arttigmi gostermislerdir (Chandrashekar ve ark.,
2020).

Hiicre veya dokularin yeterince oksijen alamamasi durumunda olusan oksijen
yetmezligi kisaca ‘hipoksi’ olarak adlandirilir. Hipoksi insan doku ve hicrelerine hasar
vererek, kanser, diyebet, iskemi gibi bir¢cok patolojik duruma zemin hazirlamaktadir.
Hipoksi, 6nemli transkripsiyonel degisiklikleri indiikleyen hipoksi ile indiklenebilir
faktor (HIF) adindaki transkripsiyon faktorlerinin stabilizasyonu ile sonuglanir.
Literatrde, HIF transkripsiyon faktorlerinin stabilizasyonunun metastaz basta olmak
iizere kanserin baslica Ozelliklerini modiile eden genlerin ekspresyonlarint arttirdigi
kanitlanmistir (Semenza, 2004). Tim bunlarin yanisira normoksik kosullarda HIF’in alt
birimi olan HIFla ¢ok cabuk degrade olmaktadir. Bazi ¢alismalar, PDGF biyime
faktorlerinin HIF1o nin yar1 6mriinii uzattigini ortaya koymustur. Buytme faktorleri bu
islemi hipoksiden bagimsiz olarak protein translasyonu ile yapar. Bu HIFla
stabilizasyonunun Ras/Raf/MAPK ve PI3K/Akt/mTOR gibi ortak bir hicresel kinaz
yolu ile meydana geldigi ¢ok Onceden kanitlanmigtir (Zhong, 2000). Literatirde,

blyume faktorinun spesifik reseptor tirozin kinaza baglanarak fosfatidilinositol 3-kinaz


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/p21-activated-kinases
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/breast-cancer-cell-line
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hypoxia-inducible-factor
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hypoxia-inducible-factor
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/metastatic-carcinoma
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(PI3K) ve mitojen ile aktive edilen protein kinaz (MAPK) sinyal yollarmi indiikledigi
ve bu sayede protein kinaz B (PKB) olarak da bilinen Akt’yi de aktive ettigi
kanitlanmistir (Calapoglu, 2016). MAPK sinyal yolaginda bulunan biyiime faktoruniin
ise Ras sinyal yolagindaki aktivasyon silsilesini olugturdugu bilinmektedir. Literaturde
yalnizca bir ¢calismanin, PAK4 asir1 ekspresyonunun hipoksik kanser hiicrelerinde HIF-
la protein seviyesi lizerinde stabilize edici bir etki gosterdigi bulunmustur. Ayni
caligmada; PAKA4'Un yikilmasi, hipoksi kaynakli HIFla birikimini azalttig1
gosterilmistir (Kim ve ark., 2017). Birgok insan kanserinde PAK aktivasyonunun kanser
ilerlemesine aracilik ettigi bilinmesine ragmen, PAK proteinlerinin hipoksideki rolii tam
olarak anlasilamamistir.

Yaptigimiz calisma kapsaminda HIFla protein dizisini incelendiginde
HIFlo’nin normoksik kosullarda da PAK4 araciligiyla stabilize olup aktivasyon
gosterebilecegi ongoriildii. Zira arastirmalarimiz sonucunda HIF-1a protein dizisinde
PAK4 hedefi olabilecek diziler saptandi. Olasi bu dizilerin PAK4 agisindan fonksiyonel
olup olmadiklarinin kanitlamasi hedeflendi. Caligmalara baslamadan 6nce hipotezimizi
test edebilecegimiz uygun kanser hiicre hatlarin1 belirlemek hedeflendi. Elimizdeki
hicrelerde endojen PAK4 ekspresyon seviyesine bakildiginda metastatik olan MDA-
MB-231 hiicre hattinda PAK4 ekspresyonunun literatiirde belirtildigi iizere yiiksek
oldugu saptandi.

Calismamizda, yiiksek diizeyde PAK4 ekspresyonu gosteren MDA-MB-231
(metastatik meme karsinomu hiicre hatti1) hiicrelerini kullandik. Hiicrelere bir yanda
PDGF-BB uygulayarak PAK4 aktivasyonunu arttirdik, diger bir yanda PF3758309
ajanin1  uygulayarak PAK4 ifadesini baskiladik. HIFlo’nin PAK4 bagiml
stabilizasyonunu gostermeyi hedefledigimizden dolayr hem PAK4 hem de HIFla
antikorlarin1 kullanarak saflagtirdigimiz proteinlerle PAK4 ve HIFlo’nin birbiriyle
yaptig1 fiziki baglanmayi agikladik. PAK4 aktivasyonunu arttran PDGF-BB ile
muamele sonunda kontrole gére HIFlo’nin normoksik kosullarda stabilizasyonu ve
aktivasyonunda artis, PAK4 aktivasyonunu baskilayan PAK4 inhibitérii PF3758309
muamelesinde ise HIFla stabilizasyonunda azalis oldugunu saptadik. Bu sonuglarimiz
ile ilk kez normoksik kosullarda HIF 1a stabilizasyonu ve aktivasyonunun PDGF-BB
indukll PAK4 tarafindan saglandigini kanitladik.

Literaturde de kanitlandig iizere fosforile PAK4, aktin polimerizasyonuna sebep
olarak hiicre morfolojisi, motilitesi ve transformasyonunun fizyolojik diizenlenmesinde

rol oynamaktadir (Callow ve ark., 2002). Cogu kanser hucresi, genellikle hiicre ylzeyi
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yapisma molekiillerinin ekspresyonunun azalmasinin bir sonucu olarak normal
hicrelerden daha az yapiskan 6zellik gosterir. Dolayisiyla PAK4 ifadesinin; hcre
morfolojisinin mezenkimale kaymasima ve hiicrenin migrasyon kabiliyetini arttirmasina
neden oldugunu diislinebiliriz. Yaptigimiz hiicre morfolojisi ¢aligmasinda; PAK4
aktivasyonuna bagli olarak hicrelerde sitoskeletal organizasyonda farkliliklar
saptanmisgtir. PDGF-BB ile PAK4 ekspresyonu sagladigimiz hiicrelerin podozom
olusturma sayilart ve uzunluklarinda bir artisin oldugunu, PAK4’i baskiladigimiz
hicrelerde ise podozom olusturma oranmin diistiginu gozlemledik. Bu durumun;
Vimentin, N-Kaderin ve E-Kaderin gibi hiicre iskeleti iliskili belirteclerde meydana
gelen ekspresyon diizeylerinin degisikliginden kaynakli oldugunu diisiindiik.

Literatiirde de belirtildigi tizere; PAK4 hiicre proliferasyonunu birgok
mekanizma ile arttrmaktadir (Naija ve ark., 2021). Bunlardan biri de AKT sinyal
yolagidir (He ve ark., 2017). Sonuglarimizda PDGF-BB muamelesi yaparak PAK4
aktivasyonunu sagladigimiz hiicrelerde, gercekten de hicre proliferasyonunun 1,6-kat
arttigin1 gozlemledik fakat PAK4 inhibisyonu yaptigimiz hiicrelerde kontrole kiyasla
proliferasyonun anlamli olarak degismedigini saptadik. Bu sonu¢ ile; hiicre
proliferasyonunun PAK4 bagimli degilde daha cok PDGF-BB’in bagka yolaklar iizerine
etkisiyle proliferasyonu gergeklestirdigini kanitlamaktayiz.

PAK4 aktivasyonunu test ettigimiz ¢aligma sonucumuz da literatiirle uyumlu
olarak PDGF-BB uygulamasmin PAK4 fosforilasyonunu ve aktivasyonunu
indiikledigini gostermistir (Li ve ark., 2000). Ayrica PAK4; p21 ile aktive olan
kinazlardan oldugu i¢in p21 fosforilasyon diizeyine baktigimizda, p21
fosforilasyonunun PAK4 inhibisyonuna dogru orantili olarak azaldig1 saptanmastir.
PAK4 asir1 ekspresyonu ve aktivasyonunun; inflamasyona yaniti azaltip, tedavide ilag
direncliligini arttirmast ve nihayetinde kanserli hastalarin yasama oranlarinin diismesi
ile iligkili oldugu bazi1 c¢alismalarda desteklenmistir. Bizde bu bilgiden yola ¢ikarak
birtakim immiinolojik belirteclere baktik. Literatiirde, PAK4 yikiminin Interlokin-6 (IL-
6) ekspresyonunu baskiladigi (He ve ark., 2017) kanitlanmis olup IL-6 ekspresyonu
arttiginda ise HIFla'y1 hedefleyerek MDA-MB-231 hucrelerinin agresifligine katkida
bulundugu aciklanmistir (Wang ve ark., 2018). Sonuglarimizda IL-6; kontrol ve PDGF-
BB aracili PAK4 aktivasyonu ile HIFla stabilizasyonunu sagladigimiz hiicrelerde 1L-6
tiretimini anlamli diizeyde arttirmazken PAK4’i inhibe ettigimiz hiicrelerde IL-6
tiretimini kontrole kiyasla 5-kat azaltmustir. Yine literatirde HIF1la birikiminin 1L-8

uyarimini tetikledigi gosterilmistir (Malkov ve ark., 2021). Sonuglarimizda literatiiriin
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aksine, PDGF-BB muamelesinin IL-8 ifadesini 3-kat baskiladigini, PAK4
inhibisyonunun ise IL-8 {izerinde fazla bir etkisi olmadigini1 géstermistir. Bu durumun
PDGF-BB ile aktive olan reseptdriin baska molekiilleri aktive etmesiyle IL-8 {iretimini
baskiladigini diisiinmekteyiz. Bir diger immiinolojik marker olan TGF-B’nin PAK4 ile
iliskisine bakilmistir ve 2018’de Fan ve arkadaslarmin yaptigi bir ¢calismada PAK4'in
renal tiibiiler epitel hiicrelerinde p-katenin sinyal yolunu aktive ederek EMT'yi
indiikleyebilecegini ve TGF-B1 kaynakli EMT'yi gelistirebilecegini kanitlamislardir
(Yan ve ark., 2012), (Fan ve ark., 2018). Fakat literatiire gore TGF-p; epitel hiicrelerinin
biiyiimesini gii¢lii bir sekilde engelledigi igin hem etkin bir anti-tumér ajan, hem
de farkli bir hiicresel baglamda epitel hiicrelerini mezenkimal hiicrelere yeniden
programlayan transkripsiyonel aktivitelerdeki degisiklikleri indiikleyebildigi i¢in tiimor
bliylimesini tesvik ederek metastaz1 kolaylastiran bir ajan olarak tanimlanir.
Sonuclarimiza gore; PDGF-BB uygulanan orneklerde TGF-f artis1 gozlerken PAK4
inhibisyonu gergeklestirdigimiz Orneklerde ise daha fazla 2-katlik bir artis gozledik.
Bunun sebebinin ise TGF-B’nin kanserde gosterdigi dual etki ve PDGF-BB ile yaptigi
sinerjistik etkiden (Aula ve ark., 2019) kaynakli olabilecegini saptadik.

Yapilan bazi ¢aligmalar, ifadesi baskilanmig PAK4’iin apoptotik siireci tetikledigini net
bir sekilde agiklamustir ( Gnesutta ve ark., 2001), (Gnesutta & Minden, 2003), (Li &
Minden, 2005). Daha spesifik olarak kaspaz3, bax ve p53 gibi apoptotik molekillerin
aktivasyonunun PAK4 tarafindan inhibe edildigide literatiirde kanitlanmstir (Li ve ark.,
2020). Buna ek olarak meme kanserinde normoksik kosullardaki HIF1a aktivasyonunun
saglanmasida yine anti-apoptotik etki gostermistir (Graijer ve Wall, 2004), (Flamant ve
ark., 2010). Bizim sonug¢larimizda da PAK4 inhibisyonu yapilan hiicrelerde 1,3-kat
Kaspaz3 ve 1,56-kat Bax diizeylerinin literatiirle uyumlu olarak arttig1 gézlemlenmistir.
Fakat p53 diizeyinde anlamli bir degisim saptanmamistir. Dolayisiyla saptadigimiz
bulgulara gore, PAK4 inhibisyonunun apoptotik siireci p53-bagimsiz olarak tetikledigini
diistinebiliriz.

Kanser hiicreleri ayrica hiicre-huicre ve hiicre-matriks etkilesimleri tarafindan normal
hiicrelere gore daha az kontrollii diizenlenir. Yapilan birka¢ ¢alisma sonucu epitel
hucrelerinin ana yapigma molekili olan E-kaderinin kaybinin, karsinomlarmn (epitelyal
kanserler) gelisiminde Onemli oldugunu gostermistir  (Janiszewska, 2020),

(Pehlivanoglu ve Aydin-Acar, 2020). Tim bu literatiir bilgileri dogrultusunda hiicre

yapisma molekiillerinin azaltilmis ifadesinin bir sonucu olarak , kanser hiicreleri, diger
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hiicreler ve doku bilesenleri ile etkilesimler tarafindan nispeten kisitlanmadigmi ve
malign hiicrelerin invazyon ve metastaz yapma yetenegine katkida bulundugunu
sOyleyebiliriz. Literatlire gore; EMT belirtecleri olarak E-Kaderin, N-Kaderin ve
Vimentin standartize edilmistir. Bizim sonuglarimizda; PAK4’iin baskilanmasi E-
Kaderin ekspresyonunda 2,96-kat artis meydana getirirken, N-kaderin diizeyini 2,5-kat
ve vimentin diizeyimi yaklasik 4-kat baskilamaktadir. Bunun aksine aktif PAK4, 2,43-
kat N-Kaderin ve 1,81-kat Vimentin ekspresyonunu indiiklemektedir. Bu sonuglara
gore; PDGFRP yolagmin aktivasyonunda dahi PAK4 fonksiyonu inhibe edildiginde,
kanser hiicrelerinde EMT silirecinin durdurulabilecegi ve hiicrelerin metastatik
kabiliyetlerinin azaltilabilecegi ifade edilir. Bulgularimiz PDGF-BB uyarmu
dogrultusunda PAK4 aktivasyonunun gerceklesmesine yonelik kurgumuzun dogru
oldugunu kanitlamaktadir.

Endojen PAK4 ifadesinin yiiksek oldugu hiicrelerde metastaz kabiliyeti PAK4
bagimli olarak gelisiyorsa, hiicrelerde PAK4 ekspresyonunu arttirdigimizda
migrasyonun artmasi gerekir veya PAK4 inhibisyonu olmasi halinde migrasyonun
azalmasi gerekir diye diisiinerek metastatik MDA-MB-231 hiicre hattinda hem PDGF-
BB ile PAK4 ekspresyonunu uyardik hem de PF3758309 ajani ile PAK4 ifadesini
baskiladik. Boylece PAK4 aktivasyonu ve inhibisyonunun hiicre migrasyonuna olan
etkilerini MDA-MB-231 hucrelerinde test ettik. Sonuglarimizda gergektende PAK4
aktivasyonu artan hiicreler; 24.saatte %29, 48.saatte %47 oraninda yara alanini
kapatmaktadir. PAK4 inhibisyonu yaptigimiz hiicrelerde ise yara alanlarinin anlamli bir
sekilde kapanmadigi saptanmistir. Migrasyon deneyi bulgularimiza gdére, PAK4’n
literatiirle uyumlu olarak hiicre migrasyonunu arttirdigi sdylenebilir.

HIF1a’nin hedefi oldugu bilinen Rantes (CCL5) genininde PAK4 ile ilskisini
arastrmak istedik. Literatliirde Rantes’in diger meme kanseri hiicre hatlarina kiyasla
MDA-MB-231 hiicre hatlarinda daha fazla eksprese oldugunu gérdiik (Lin ve ark.,
2012). Yine ayni caligmada hipoksik kosullarda Rantes ekspresyonunun normoksik
kosullara kiyasla ¢cok daha fazla eksprese edildigi kanitlanmistir (Lin ve ark., 2012).
Yapilan bagka bir calismada Rantes geninde HRE boélgelerinin bulundugu ve dolayisiyla
Rantes ekspresyonunun HIF1 kompleksi tarafindan indiiklendigi ileri siiriilmiistiir
(Korbecki ve ark., 2020). Ayrica PAK4 yikimmin da Rantes ekspresyonunu azalttig,

yine literatiirde kanitlanmistir (He ve ark., 2017). Bizde tum bu bilgiler gercevesinde,
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normoksik kosullarda PAK4 araciligiyla stabilize ettigimiz HIFlo’nin Rantes
promotoru tiizerinde baglanacagi diziler olabilecigini diisiindiik. Arastirmalarimiz
sonucunda Rantes promotorunda HIFla ile olasi benzer diziler saptadik. Ardindan bu
iliskiyi qRT-PCR ile test ettik ve literaturle uyumlu olarak PDGF-BB uyguladigimiz
ornekte mRNA seviyesinde Rantes ekspresyonu kontrole kiyasla 1,17-kat artarken, PF
ajan1 ile PAK4 inhibisyonu gerceklestirdigimiz Orneklerde ise Rantes gen
ekspresyonlarinin beklenen seviyede (4-kat) diistiigiinii kanitlamaktayiz.

PAK4 hedefli inhibitor molekiillerin gelistirilmesi ve dolayisiyla HIFla
stabilizasyonu ve aktivasyonunun engellenmesi temeline dayanan arastirmalar metastaz
ve kanser progresyonunun tedavi edilebilecegini Ongoérmektedir (Liu ve ark.,
2021). Bundan yola ¢ikarak projemizde kurguladigimiz PAK4 inhibitoriiniin kanserde
etkisinin arastiriimas1 daha ekonomik ve kolay uygulanabilir bir yontem olarak ele
alinabilir. Bu yontemle farkli ve yeni inhibitdr molekiillerin arastirtlip gelistirilmesi
yoluna gidilebilir. Ek olarak PAK4 iligkili HIF1a hedef genlerinin iizerinde daha fazla
durularak PAK4’iin dolayli yoldan hipoksiye etkisi arastirilabilir. Dolayisiyla PAK4
aktivasyonunu ve hipoksi strecini inhibe eden etkin molekillerin kesfiyle yeni tedavi

stratejileri de ortaya ¢ikarilabilir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuglar
Tez calismamiz kapsaminda; kanser hiicrelerinde PAK4 aktivasyonu ve
inhibisyonuna bagli olarak PAK4-HIFla  protein-protein etkilesimini ve PAK4

tarafindan HIF1a aktivasyonunu inceledik.

Elde ettigimiz sonuglar;

1- PAK4’iin metastatik kanser hiicrelerinde metastatik olmayanlara oranla daha ytiksek
diizeyde ifadelenmekte oldugunu ve ¢esitli kanser hiicreleri arasindan en fazla MDA-
MB-231 metastatik meme kanseri hiicre hattinda ifadelenmekte oldugunu net bir sekilde

ortaya koymustur.

2- PDGF-BB uyarimimin PAK4 aktivasyonunu indiikledigini ve PDGF-BB aracili aktive
olan PAK4’iinde normoksik kosullarda HIFla ile fiziki baglanma yapabildigini

gostermektedir.

3- PDGF-BB’nin fosforillenmis PAK4 ifadesi iizerinde arttirict bir etkisi oldugu
gosterilmistir. Ayni1 zamanda belirli zamanlarda PDGFR fosforilasyonunuda arttirdigi

saptanmistir.

4- PDGF-BB aracili aktive PAK4’tn AKT sinyal yolagi {lizerindende HIFla

translasyonunu arttirabilecigini desteklemektedir.

5- PDGF-BB muamelesinin  MDA-MB-231 hicrelerinin  proliferasyonu ve

migrasyonunda destekleyici oldugunu gostermektedir.

6- PAK4 inhibisyonunun p21 fosforilasyonunu baskiladigini, PDGF-BB muamelesinin

ise p21 fosforilasyonunu arttirc etki gosterdigini kanitlamaktadir.

7- Hucrelerde PAK4 ifadesinin IL-6, IL-8 ve TGF-f gibi immiinolojik belirteclere de

etki ederek inflamatuar yanit1 baskiladigi ve neticede tedavinin basarisiz olmasina
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zemin hazirladig1 gosterilmektedir. Bu sebeple kemoterapiye direng tedavilerinde PAK4

inhibitdrlerinin lizerinde yapilan arastirilmalarin artmasi beklenir.

8- PAK4 ifadesinin baskilanmasi apoptotik siiregte kilit rol oynayan Kaspaz3 ve Bax

ekspresyonlarini indiiklemekte oldugunuda agiklamaktadir.

9- PDGF-BB aracili PAK4 aktivasyonu; hiicrelerde E-Kaderin protein ekspresyonunu
baskilarken, N-Kaderin ve Vimentin ekspresyonlarmi indiiklemekte oldugunu ve

bundan ileri gelerek EMT surecine baslatici etkisi oldugunu kanitlamaktadir.

10- PAK4 hedefli inhibitor arastirma stratejimiz siRNA temelli tedavilere gore daha
ekonomik ve pratik bir yol olarak degerlendirilebileceginin yani sira bu yontemle yeni

terapotiklerin daha fazla arastirilmasi yoluna gidilebilir.

5.2 Oneriler

1- PAK4 inhibisyonu i¢in ticari inhibitdrlerinin kullanimi yerine siRNA
teknolojisi ile direkt olarak PAK4 ifadesi susturulabilir. Boylece daha kesin sonuclar

elde edilebilir.

2- Kobalt Kloriir (CoCl,) ve Deferoksamin (Desferoxamine) gibi ajanlar
kullanilarak HIFla stabilizasyonu saglanabilir. Bu sayede birikmis HIF-1o’nin

aktivasyonu daha rahat arastirilabilir.

3- Gosterdigimiz apoptotik, immiinolojik ve EMT sonuglart MDA-MB-231
hiicrelerine 6zgili olarak da gerceklesmis olabilir. Bu nedenle baktigimiz belirteglerin
ifadesine farkli hiicre hatlarinda ayni deney setini uygulayarak bakilmasi faydali

olabilir.

4- PDGF reseptor aktivasyonuna ek olarak PDGFR’1n transaktive ettigi EGF
reseptorunin MDA-MB-231 hiicrelerinde olusturdugu PAK4 ekspresyon seviyesi de
arastirilabilir. Boylelikle PDGFR’iIn PAK4 iizerindeki direkt veya indirekt olarak

yaptig1 aktivasyon mekanizmasi aydimlatilabilir.
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5- HIFla normoksik kosullarda c¢abuk degrade oldugundan, PAK4 aktivasyon

durumunun HIF1a hedef genleri tizerindeki etkisine de bakilabilir.
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